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RESUMEN

Las plaquetas son estructuras anucleadas que circulan por el torrente sanguineo. En su interior
contienen multitud de moléculas bioactivas tales como factores de crecimiento, moléculas pro-y anti-
angiogénicas, quimioquinas y citoquinas proinflamatorias almacenadas en compartimentos
denominados granulos, entre los que destacan: granulos a y granulos densos. Las plaquetas liberan
estas sustancias tras su activacion, lo que contribuye, no solo a funciones homeostaticas, sino a otras
funciones importantes como es el desarrollo y progresién tumoral.

Las plaquetas participan de forma activa en las diferentes etapas del proceso tumoral. En este trabajo
resaltaremos su influencia y la de moléculas bioactivas contenidas en su interior como VEGF o TFG-
que parecen tener un papel fundamental en la angiogénesis y el proceso metastdsico en el cancer de
mama, dos de las caracteristicas mas determinantes durante el crecimiento y desarrollo tumoral.
Asimismo, daremos un nuevo enfoque a los mecanismos de generacién de resistencia en pacientes
con cancer frente a los tratamientos antitumorales debido a la accién plaquetaria como, por ejemplo,
la regulacidn de genes relacionados con la apoptosis en células tumorales o el aumento en la expresion

de proteinas que contribuyen al proceso.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1. Plaquetas
Las plaquetas son fragmentos celulares anucleados obtenidos mediante la escisidn citoplasmatica de
los megacariocitos mediante un proceso conocido como trombopoyesis. A su vez, los megacariocitos
proceden de células madre hematopoyéticas (HSCs) de la medula ésea y se forman mediante un
proceso conocido como megacariopoyesis (1,2). La diferenciacién de megacariocitos generados a
partir de HSCs se ve favorecida por la presencia de la trombopoyetina (TPO) y su unién al receptor MPL
en HSCs. La accidon de moléculas como la interleuquina-3 (IL-3), factores estimuladores de colonias
(CSFs), IL-6 o IL-11 también inducen este proceso. La interaccion de los megacariocitos con células
endoteliales en los sinusoides vasculares, gracias a la accién de quimioquinas como el factor derivado
de células estromales (SDF-1), y con proteinas de matriz extracelular como coldgeno IV, fibronectina,
fibrindgeno o factor von Willebrand (vVWF), entre otros, promueven la formacion de prolongaciones
citoplasmdticas que daran lugar a las denominadas proplaquetas. La fragmentacion de estas
prolongaciones origina las plaquetas individuales (2). Una vez formadas, las plaquetas circulan
principalmente en sangre periférica debido a las propiedades fisicas y bioldgicas de la sangre que
dificultan su integridad. Otra parte, es almacenada en el bazo. Su concentracién normal en sangre es

de 150 a 350 x 10 /mLy su vida media es de 7 a 10 dias hasta ser destruidas por células fagociticas del



bazo e higado (3). La presencia de fosfatidilserina en su superficie o la pérdida de un resto de azucar

con 4cido sialico en glucoproteinas de superficie promueven su destruccion (1).

Las plaquetas presentan una estructura en la que destaca una membrana externa, conocida como
glicocalix, compuesta por glucoproteinas y fosfolipidos que le confieren carga negativa (4). Las
proteinas de membrana permiten la unién de ligandos y moléculas excretadas, tanto de forma
autocrina como paracrina que favorecen la activacién plaquetaria. La presencia de invaginaciones en
la membrana da origen al sistema canalicular abierto que permite el intercambio de moléculas
bioactivas con el medio extraplaquetario y al sistema tubular denso que es el principal regulador de

iones calcio en el interior (3,4).

En el interior plaquetario se puede observar diferentes orgdnulos citoplasmaticos como mitocondrias,
lisosomas, peroxisomas, granulos a y granulos densos. Estos granulos contienen numerosas sustancias
como factores de crecimiento, entre los que se distinguen, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas PDGF (platelet derived growth factor), el factor de crecimiento epidérmico EGF (Epidermal
growth factor), el factor de crecimiento endotelial vascular VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
o el factor de crecimiento transformante de tipo B (TGF-6: transforming growth factor 6). También se
encuentran en su interior, moléculas de adhesién como la P-selectina, citoquinas proinflamatorias,
aminas bidgenas como la serotonina (5 HT), iones Ca** y Mg?*, ADP (adenosine diphosphate) y ATP
(adenosine triphosphate), entre otros (3,4). Estas moléculas son obtenidas en su mayor parte durante
su sintesis por transferencia directa desde los megacariocitos. Sin embargo, también pueden ser
endocitadas durante la circulacion, asi como ser obtenidas por sintesis de novo tras la activacion

plaquetaria (5).

Las plaquetas circulan de forma inactiva por la sangre, su activacion se inicia con un cambio
conformacional ante una lesién en el endotelio vascular. Este cambio en su morfologia favorece la
exposicion de receptores de membrana que facilitan la adhesion y posterior agregacién plaquetaria.
Tras ello, se produce la liberacion de moléculas contenidas en el interior de sus granulos que

contribuyen a sus acciones fisioldgicas (6).

Como bien es sabido, las plaquetas participan de forma activa en la hemostasia y la coagulacién
sanguinea mediante la formacién de trombos. No obstante, presentan otras funciones muy
heterogéneas entre la que se incluyen regulacion de la inflamacidn, inmunidad, angiogénesis o

metastasis tumoral (7).

2. Cancer y sus caracteristicas




El cdncer es una de las principales causas de muerte y morbilidad en todo el mundo. En el afio 2018,
se estimd que hubo 18 millones de nuevos casos de cdncer y que acabd con la vida de mas de 9,5
millones de personas (8). Uno de los canceres mas prevalentes a nivel mundial es el cancer de mama,
tratandose de la primera causa de mortalidad por cdncer en mujeres a nivel mundial. Se estima que la
tasa de supervivencia promedio a 5 aifos de las mujeres con cdncer de mama invasivo es del 90 %. No
obstante, en aquellas pacientes que presentan metastasis el porcentaje disminuye a tan solo un 27%.
Entre las localizaciones metastasicas mas frecuentes en este tipo de cancer se encuentran el cerebro,

el tejido 6seo, los pulmones y el higado (9).

Las células tumorales presentan unas propiedades que difieren del resto de células normales de
nuestro organismo. Hananan y Weiberg establecieron en el afio 2000 seis caracteristicas que poseen

la mayoria de las células tumorales y que contribuyen a su malignidad. Estas caracteristicas son las

siguientes:
i) Crecimiento sostenido
i) Falta de respuesta a sefiales antiproliferativas
iii) Evasidn de la apoptosis
iv) Potencial replicativo ilimitado
V) Angiogénesis sostenida
vi) Invasion de tejidos y metastasis

Crecimiento sostenido

Las células cancerigenas son capaces de alterar y mantener las sefiales proliferativas mediante la
liberacidn de forma autocrina o paracrina de moléculas bioactivas regulando asi su propio crecimiento.
(10). Un ejemplo de ello, son los factores de crecimiento. En tumores de mama o estdmago se ha visto
una sobreexpresion o alteracion estructural del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
(11). También, el TGF-B en diferentes tumores, ve alteradas sus funciones fisioldgicas lo que favorece
la desdiferenciacién celular. Ademas, mutaciones en genes supresores de tumores como p53 o
mutaciones en proteinas como Ras participantes en vias de sefializacidn proliferativas son otros

ejemplos que contribuyen al crecimiento tumoral (12).
Falta de respuesta a sefales antiproliferativas

Las células neoplasicas requieren evitar la acciéon de sefales antiproliferativas que controlen su
crecimiento. La proteina de Retinoblastoma (pRb) es la encargada principal de modular estas acciones
antiproliferativas. Mutaciones en su gen codificante, receptores o moléculas que regulan su accién

contribuyen a esta falta de respuesta. El TGFB contribuye al mantenimiento de pRb en su forma activa



hipofosforilada mediante el bloqueo de proteinas quinasa dependiente de ciclina (CDK). Estas
proteinas originan el cambio a su forma hiperfosforilada inactivandola. Cambios en la accidn del TGF
reprimen las acciones antiproliferativas. Otro ejemplo, es la sobreexpresién del oncogén Myc.

Myc forma complejos con otros factores de transcripcion que alteran las sefales antiproliferativas (11).
Evasion de la apoptosis

La supervivencia celular estd regulada por sefiales antiapoptdticas y proapoptdticas. Cuando se
observan alteraciones celulares se induce la apoptosis mediante la accién del citocromo ¢ mitocondrial
o la activacién de receptores de muerte (p. ej. FAS o TNF a). Esta accién apoptotica estd regulada por
proteinas como son las de la familia de Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W) o el gen supresor de tumores p53
gue puede verse mutado. También, la evasidn de la apoptosis puede deberse a alteraciones en la via
P13 quinasa/AKT. Esta via puede sufrir modificaciones, gracias a la activacién mediante expresion de
ligandos pro-tumorales como los factores de crecimiento de tipo insulinico (IGF) o por alteraciones en

genes como PTEN que regulan dicha via (11).
Potencial replicativo ilimitado

El nimero de divisiones que puede sufrir una célula somatica es limitado. Este hecho, es producto de
la pérdida progresiva durante los ciclos celulares de los teldmeros, estructuras presentes en los
extremos de los cromosomas. Su acortamiento progresivo da lugar a la senescencia celular (13). Las
células tumorales evitan este proceso mediante la reactivacion de la enzima telomerasa. Esta
reactivacion, favorece la replicacion de los extremos cromosdmicos, evitando la perdida telomérica,
adquiriendo asi un potencial replicativo ilimitado. El alargamiento de telémeros mediante el empleo
de ADN de repeticidn telomérica extracromosdmica (ECTR) también propicia esta capacidad replicativa

ilimitada (13).
Angiogénesis sostenida

En condiciones fisiolégicas, la angiogénesis estd regulada por sefiales antiangiogénicas vy
proangiogénicas y limitada a procesos como la reparacién de tejidos o al ciclo reproductivo femenino.
Las células tumorales son capaces de alterar estas sefales y dar lugar a una angiogénesis continua,
aunque el crecimiento de nuevos vasos sera un proceso anormal y caédtico. Las células tumorales
mediante diferentes mecanismos aumentan el nimero de inductores angiogénicos como en el caso
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
entre otros (11). El factor de transcripcion, HIF-1, induce la expresion de VEGF en situaciones de
hipoxia, evento que ocurre en la mayoria de los tumores (14). Del mismo modo, la expresién de

oncogenes como Ras o Myc o la represién del gen supresor de tumores Von Hippel-Lindau (VHL)



también aumentan su expresién (12). También, existen inhibidores angiogénicos como Ia
trombospondina-1 (TSP-1) o el interferdn beta, entre otros. La expresion de TSP-1 esta regulada por el
gen supresor de tumores p53. Como hemos visto, este gen se encuentra alterado en numerosos
tumores, luego puede afectar a la expresion de la misma, lo que disminuye los estimulos
antiangiogénicos y favorece asi la angiogénesis (11). Ademas, las células del microambiente tumoral
como células derivadas de la medula 6sea, pericitos o células inmunes presentan un papel crucial en

la angiogénesis mediante la liberacion de factores angiogénicos (12).
Invasion de tejidos y metastasis

La invasién y metastasis dependen de células tumorales que sean capaces de abandonar el tumor
primario, pero, para ello, requieren modificar sus caracteristicas. Una de ellas, es la adhesion célula-
célula (CAM). Numerosos estudios sugieren que la mayoria de células tumorales sufre un proceso
conocido como transicién epitelio-mesénquima (EMT) que hace que aumente su motilidad y
capacidad invasiva (11). Las células tumorales son capaces de modular la acciéon de células en el
ambiente tumoral que favorece, entre otros procesos, la degradacion de la matriz extracelular (ECM)
y su posterior extravasacidn a sangre al liberar moléculas como MMP o citoquinas. También, este
control sobre células del ambiente tumoral contribuye a su supervivencia por el torrente sanguineo,
facilita la adhesidn en zonas distantes del organismoy promueve el establecimiento de nuevas colonias

de células tumorales en drganos secundarios, dando lugar asi al proceso metastasico completo (12).

Tras establecer estos rasgos distintivos que identifican al cancer, Hanahan y Weiberg llevaron a cabo
otra revisidn en el afio 2011, estableciendo nuevos atributos no estudiados anteriormente, pero que

presentan un papel fundamental en el desarrollo del cancer.

vii) Inestabilidad genémica y mutaciones

viii) Inflamacion

ix) Reprogramacion del metabolismo energético
X) Evasion de la respuesta inmune

Inestabilidad genémica y mutaciones

Como hemos visto anteriormente, las mutaciones génicas son un evento necesario para su desarrollo.
Estas mutaciones no son las Unicas, ya que la metilacion del ADN o la acetilacidn de histonas producen
mutaciones epigenéticas que no afecten a la regulacion de la expresidn génica. Estas mutaciones
afectan a los genes encargados del correcto mantenimiento del ADN como son los genes denominados

“guardianes” del genoma o genes supresores de tumores. Los andlisis de células tumorales mediante



la técnica de hibridacion genémica comparativa (CGH) han detectado una pérdida de integridad en el

conjunto gendmico en células neoplasicas (12).
Inflamacién

La presencia de células promotoras de la inflamaciéon como las células inmunes son un hecho probado
en el ambiente tumoral. Su presencia favorece el desarrollo tumoral mediante la liberacidn de factores
de crecimiento, factores angiogénicos, moléculas modificadoras de la matriz extracelular, factores de
supervivencia, etc. Ademas, estas células que promueven la inflamacién pueden provocar la
generacion de especies reactivas que aumentan las mutaciones, lo que favorece ain mas el proceso

tumoral (12).
Reprogramacion del metabolismo energético

Las células tumorales tienen alterada su forma de obtener energia. Llevan a cabo un proceso conocido
como glucdlisis aerdbica, por la cual, aun en presencia de oxigeno, obtienen su energia mediante la
transformacion de glucosa a lactato en vez de emplear la fosforilaciéon oxidativa. Este proceso se
conoce como el “Efecto Warburg”. Mutaciones en el gen Ras o la ausencia de oxigeno en el ambiente
tumoral promueven la expresion de HIFla y HIF2a, que, a su vez, modulan el aumento de
transportadores de glucosa (GLUT) supliendo asi la deficiencia en ATP que genera el proceso. La
consecuencia de este cambio en el metabolismo energético permite la formacién de productos
intermedios que sirven como base para la obtencién de moléculas a través de rutas biosintéticas

necesarias para el desarrollo y progresiéon tumoral como por ejemplo la sintesis de DNA (12).
Evasion de la respuesta inmune

El sistema inmune, en presencia de células tumorales, lleva a cabo un proceso conocido como
inmunoedicion, por el cual, las células tumorales mds inmunogénicas son eliminadas, mientras que las
mas resistentes escapan de esta vigilancia, lo que favorece su desarrollo. Esta resistencia y, por
consiguiente, la evasién de la respuesta inmune es debido a la secrecién de factores solubles. Algin
ejemplo, es la liberacion de quimioquinas como CCL21 que modifican la accidn de linfocitos o TGF

gue hace lo propio con linfocitos T CD8 o natural killers (NK) (12).

3. Papel de las plaguetas en desarrollo tumoral

Ya en el s. XIX se observé una relacidn causal entre pacientes con cdncer y una mayor presencia de
enfermedades tromboembdlicas. La trombocitosis es un rasgo observado con frecuencia en dichos
pacientes, lo que sugiere una implicacién directa entre la coagulacion sanguinea, las plaquetas y su
accion sobre el desarrollo tumoral (15). Estudios en ratones con cancer ovarico mostraron que las

células tumorales pueden liberan citoquinas como la IL-6 que estimulen la formacion de factores claves
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en la produccién plaquetaria, como en el caso de la trombopoyetina (TPO) (16). Hoy en dia, se sabe
que altos niveles de plaquetas estan asociados a un peor prondstico en la evolucion de la enfermedad

como se ha observado en canceres de mama, prdstata, pulmén o colon, entre otros (15,17).

Las células tumorales son capaces de inducir la activacién y agregacién plaquetaria
independientemente de las sefiales fisioldgicas del organismo mediante la secrecion de moléculas
solubles como ADP y trombina o la expresidn de integrinas (p. ej. GPlIb-llla y oy B 3) y moléculas de
adhesion como la podoplanina que favorecen la activacidn. Este proceso se conoce como agregacién
plaquetaria inducida por células tumorales (TCIPA) (16,18). Ademas, pueden inducir la activacion y
agregacién plaquetaria de forma indirecta modulando la accidn de células como macréfagos vy
granulocitos en su interaccidon con las plaguetas o promoviendo la coagulacidén sanguinea, gracias a la

expresion del factor tisular (FT) en su superficie (16,19).

TCIPA induce la liberacion de moléculas bioactivas contenidas en sus granulos que promueven la
angiogénesis y el aumento en la capacidad metastasica tumoral. El papel de las plaquetas sobre la
angiogénesis tumoral se debe, principalmente, a la liberacién de factores proangiogénicos contenidos
en sus granulos a como VEGF, PDGF o TGF-B1, entre otros. Sin embargo, también pueden liberar
factores con propiedades antiangiogénicas. La endostatina, el factor plaquetario 4 (PF4) o la
trombospondina (TSP-1) son algunos de los mas destacados (19). Se ha observado que la liberaciéon de
estos factores al encontrarse almacenados en diferentes granulos es dependiente del estimulo. De
esta forma, la estimulacidon de receptores plaquetarios como PAR-1, GPVI o P,Y;;, promueve la
liberacidn de factores angiogénicos como VEGF, en contraste con la activacidon de PAR-4 o TXA2 que
aumenta los niveles en suero de la molécula antiangiogénica, endostatina (19). Diversos estudios en
ratones mostraron que los factores reguladores de la angiogénesis tumoral contenidos en granulos
densos no parecen tener un efecto determinante sobre la misma (20). Igualmente, tanto la presencia
de fosfolipidos en la membrana plaquetaria (p. ej. acido lisofosfatidico (LPA) y la esfingosina-1-fosfato
(S1P)) como las microparticulas derivadas de plaquetas (PMPs) contribuyen a la neovascularizacion
tumoral. Las PMPs promueven la transferencia de mRNA a células endoteliales, la expresién del FT en
su superficie o la liberacién de factores proangiogénicos como VEGF, PDGF o metaloproteinasas de
matriz (MMP) contenidos en su interior (16). Ademas de favorecer la angiogénesis, las plaguetas
mediante la liberacidn continua de moléculas como la angiopoyetina 1 (ANGPT-1) y la serotonina (5-

HT) de los granulos plaquetarios evitan la hemorragia intratumoral (21).

Por otra parte, el papel de las plaquetas en la metastasis se ha observado en los numerosos eventos
gue constituyen el proceso metastasico. Una de las etapas claves en el proceso, es la transicion

epitelio-mesénquima (EMT) en las células tumorales. Este cambio, disminuye la adhesion entre



células tumorales, provoca una pérdida de la polaridad y de marcadores epiteliales, adquiriendo
caracteristicas mesenquimales, lo que hace que aumente su motilidad y capacidad migratoria,
favoreciendo su salida a sangre (21-23). El proceso de EMT se activa en condiciones fisiolégicas como
la embriogénesis y la cicatrizacién de heridas. Sin embargo, las células tumorales son capaces de
reactivar este proceso lo que favorece la metastasis (22,23). Las plaquetas, al igual que en el proceso
angiogénico, liberan moléculas contenidas en sus granulos que contribuyen a esta transformacidon de
las células tumorales. El TGFP liberado por las plaquetas y los contactos directos de células tumorales
con plaquetas activan principalmente la via TGFB/Smad en las células cancerosas. Esta via activa la
expresion de proteinas de células mesenquimales como vimentina, N-cadherina o MMPs. Las MMPs
favorecen la degradacidn de la matriz extracelular, lo que facilita su migracidén e invasién. Por otra
parte, también reprime la expresion de proteinas caracteristicas de células epiteliales como E-
cadherina o Claudina, lo que favorece una transicion a un fenotipo mesenquimal, adquiriendo
capacidad invasiva y metastdsica (23). Ademas, diferentes estudios en animales mostraron que la
inhibicion del TGFB provocaba una menor intravasacién y capacidad metastasica pulmonar (24). El
TGFB también modula la accidn de células del sistema inmune como las células NK al bloquear la via

NKG2D, lo que deriva en una disminucién en su accion citotdxica contra las células tumorales,

favoreciendo su supervivencia (19). Otras moléculas derivadas de plaquetas como el PDGF, el factor
de crecimiento de hepatocitos (HGF) o mi-RNAs (“micro Ribonucleic acids”) procedentes de PMPs

también contribuyen a esta transicion celular (21).

Una vez en circulacidon sanguinea, las células tumorales circulantes (CTCs) forman agregados con
plaguetas y reciben moléculas antigénicas MHC-I (Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase 1)
procedentes de estas mismas. Todo esto dificulta su reconocimiento por células inmunitarias, lo que
contribuye alin mas a su supervivencia y facilita el avance en la cascada metastasica (19). Del mismo
modo, la formacién de estos agregados permite a las células tumorales anclarse al endotelio vascular
gracias a moléculas de adhesion de las plaquetas como P-selectina o integrinas como GPlba o allbB3
expresadas en la superficie plaquetaria. Asimismo, las plaquetas gracias a moléculas contenidas en sus
granulos como Tromboxano A ,, ATP, ADP, histamina y serotonina pueden modular la permeabilidad
de los vasos al exponer la membrana basal e inducir la retraccion de las células endoteliales lo que
favorece otra etapa del proceso metastdsico, la extravasacion celular (7). El reclutamiento de otras
células como granulocitos, fibroblastos, pericitos o macréfagos al microambiente tumoral mediante la
liberacidn de quimioquinas (RANTES, MCP - 2 o CXCL7) o factores de crecimiento (TGFB, PDGF) por

parte de las plaquetas favorece el establecimiento de nichos metastasicos (5,7,17).

La contribucién de las plaquetas al desarrollo tumoral mediante la promocion de la angiogénesis y

metastasis es evidente. Sin embargo, no parece ser la Unica forma que presentan para favorecer dicho

9



desarrollo. Recientemente, se ha estudiado la posible implicacion de las plaquetas en la aparicién de
resistencia frente a los tratamientos antitumorales, lo que contribuiria ain mas al proceso tumoral

(21).
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FIGURA 1 (5). Acciones derivadas de la interaccién plaqueta-célula tumoral sobre células del
microambiente tumoral.

OBIJETIVOS

La finalidad de este trabajo es estudiar el papel de las plaquetas en el desarrollo tumoral. En concreto,

los objetivos especificos son:

1- Determinar la influencia directa de las plaquetas sobre la angiogénesis y la generacién de
metastasis en el cadncer de mama.
2- Estudiar la participacion de las mismas en la generacidn de resistencia a farmacos durante el

tratamiento antitumoral.
METODOLOGIA

La elaboracion de este trabajo se ha realizado en base a una revisién bibliografica de articulos
procedentes de diversas fuentes y bases de datos, entre las que se encuentran, Pubmed (NCBI),
MedlinePlus (NIH), revistas cientificas internacionales y libros de ambito cientifico. Para la elaboracion
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del mismo se han empleado palabras claves como "platelets”, “cancer”, “platelets and breast cancer”,
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“angiogenesis”, “metastasis”, “platelets and chemoresistance”.
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Plaquetas y su influencia en el cancer de mama

a) Accidn de las plaquetas sobre la angiogénesis
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El papel central de las plaquetas en la angiogénesis tumoral es evidente. Diferentes estudios mostraron
qgue la ausencia de plaguetas no solo disminuye la formacién de nuevos vasos, sino que retrasa las
etapas iniciales de la angiogénesis (16,20). Las plaquetas, como hemos mencionado anteriormente,

modulan la angiogénesis tumoral al liberar factores contenidos en sus granulos.

Para observar la influencia de estos factores liberados por plaguetas en el crecimiento tumoral y la
angiogénesis, Jiang et al (25) emplearon lineas celulares de cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-231)
cultivadas con plaquetas activadas mediante la estimulacién de sus receptores activados por proteasas

(PAR1y PAR4).

La estimulacién de los receptores con factores liberados por plaguetas (PAR1-PR y PAR4-PR) indujo un
mayor aumento en la proliferacidn y divisidon celular en las células tumorales que la estimulacién de
los mismos receptores plaguetarios con péptidos activadores (PAR1-AP y PAR4-AP). Ademas, se
determiné la capacidad de division celular empleando técnicas fluorimétricas mediante tincién CFSE
(“Carboxyfluorescein succinimidyl ester”). Tras 96h, los resultados arrojaron una disminuciéon en las
sefiales de fluorescencia en células tumorales tratadas con PAR1-PR y PAR4-PR debido a una intensa
proliferacion celular con respecto al cultivo de células tumorales sin tratar que no presento una

disminucion tan evidente (25).

Por otra parte, el cultivo in vitro de células MCF-7 y MDA-MB-231 con los factores liberados por
plaguetas, PAR1-PR y PAR4-PR, en presencia de células humanas endoteliales de la vena umbilical
(HUVEC) fue clave para observar un aumento destacado en la formacidon de nuevos vasos. Este

aumento no fue tan notorio tras el -

cultivo de las células tumorales
Unicamente con HUVEC. Ademas, al
igual que en estudios anteriores se

observo una mayor potencia

No. of branching points

angiogénica tras la estimulacién con

PAR1-PR que con respecto a PAR4-PR

T
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(25,26). La cuantificacion de la actividad
angiogénica en base a los puntos de

ramificacion de la red capilar

confirmaron estos hechos (25).

FIGURA 2. Numero de puntos de ramificacion de red capilar que hace referencia a la actividad

angiogénica endotelial de los diferentes cultivos del estudio.
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Estudios in vivo en ratones desnudos a los que se les inyectaron células MDA-MB-231 confirmaron
estos resultados al mostrar un mayor crecimiento de aquellos tumores que presentaban estimulacion
por PAR1-PR y PAR4-PR frente a aquellos que no presentaban dicha estimulacidon. Del mismo modo, se
observé un mayor indice angiogénico en aquellos tumores que presentan estimulacién por PAR1-PR

frente a PAR4-PR (25).

Se estudiaron, ademas, las posibles moléculas liberadas por plaguetas que estimulaban el proceso, asi
como las vias de sefializacidn que se activaban durante el mismo. La inhibicién del receptor VEGFR2
mediante el inhibidor Ki8751, asi como de integrinas plaquetarias por el péptido bloqueante de RGD,
presente en integrinas, causd una atenuacidn importante en la proliferacion de las células MCF-7 y
MDA-MB-231 con respecto al cultivo de las células tumorales en presencia de otros inhibidores que

no indujeron una regresion en la proliferacién (25).

A MCF-7 B MDA-MB-231
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200 3 Vehicle
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c A c |
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FIGURA 3. Porcentaje de proliferacién de las células MCF-7 y MDA-MB-231 tras el bloqueo de posibles

moléculas que participan en el proceso.

En cuanto a las vias de sefializacidn, el bloqueo de la via PI3K'y PKC mostré un crecimiento en las células

neopldsicas similar al cultivo celular tratado con vehiculo (25).

VEGF se libera en mayor medida por las plaquetas y sus niveles elevados en suero se relacionan con
un aumento en el recuento plaquetario, asi como con una disminucién en la supervivencia del paciente
(16,19) Ademas, diferentes estudios muestran que las células de cancer de mama tratadas con el
agente antitumoral, tamoxifeno, asi como con fdrmacos antiplaquetarios como fondaparinux o
diferentes clases de heparinas presentan una menor capacidad angiogénica tumoral debido a una

regulacion negativa en la liberacién de VEGF (27,28).

Por otra parte, Wang et al (29). mediante el estudio de la influencia de estos factores proangiogénicos
sobre la angiogénesis en lineas celulares del cancer de mama, demostraron que la disminucién de los
niveles séricos de PDGF-B, debido al empleo del fadrmaco antidiabético metformina, se tradujo en una
disminucion en la angiogénesis tumoral y en una mayor maduracion de la vasculatura (29). PDGF

participa en la angiogénesis tumoral al llevar a cabo acciones como el reclutamiento de pericitos al
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microambiente tumoral, lo que favorece la maduracién de los nuevos vasos, promover la proliferaciéon

endotelial o contribuir a la linfangiogénesis (30).

Aunque la contribucidn de los factores almacenados en los granulos de plaguetas promueve de forma
ostensible la angiogénesis tumoral en células de cdncer de mama, no es la Unica aportacién plaquetaria
al proceso. Las plaquetas presentan fosfolipidos en su membrana como el acido fosfatidico (PA), el
acido lisofosfatidico (LPA) o esfingosina-1-fosfato (S1P), que son capaces de favorecer el reclutamiento
y la adhesion de células endoteliales para la formacion de nuevos vasos en las células tumorales de

mama, lo que contribuye al proceso angiogénico (31,32).

Los ultimos descubrimientos referentes al papel de las plaquetas en la angiogénesis tumoral residen
en la transferencia de mRNA, asi como de otras moléculas contenidas en las denominadas
microparticulas derivadas de plaquetas (PMPs). La activacidn plaquetaria, la activacién de la cascada
de coagulacién o la hipoxia generada en el microambiente tumoral son eventos claves en la progresién
del tumory estimulan la formacién de estas microvesiculas. Las PMPs contienen en su interior factores
proangiogénicos como VEGF, PDGF o MMP (16). De este modo, pueden presentar una accion directa
en la angiogénesis tumoral como se observé en un estudio sobre células tumorales de préstata, donde
las PMPs favorecieron la liberacién de MMP-2, lo que contribuyd a un aumento en la permeabilidad
vascular (33). La accion de los mRNA derivados de PMPs sobre la angiogénesis en cancer de mama no
ha sido estudiada aun. Bien es cierto, que recientemente se ha observado su accién en otras etapas de
la progresién tumoral como la metastasis. La transmision del mRNA TPM3 procedente de PMPs
favorecio un fenotipo tumoral agresivo en células tumorales de mama (34). Este hecho, sumado al que
se observé en un estudio donde las células endoteliales fueron capaces de captar mRNA derivado de
PMPs lo que se tradujo en la expresiéon de moléculas implicadas en el proceso tumoral, hacen indicar

un posible papel de PMPs en la formacién de nuevos vasos (35).

Estos resultados sugieren un papel central de las plaguetas en la angiogénesis en células de cancer de
mama y que dicho papel radica principalmente en la accidn de factores angiogénicos contenidos en
sus granulos. Jiang et al demostraron que los factores liberados por plaquetas mediante la
estimulacion de los receptores PAR1 y PAR4 favorecieron la divisidn y proliferacion celular en células
MCF-7 y MB-MDA-231 ademads de presentar un papel clave en la angiogénesis tumoral al potenciar la
formacidon de nuevos vasos tras el contacto con dichas células. La mayor potencia angiogénica
observada tras la estimulacion mediante PAR1-PR insinla un mayor contenido de moléculas
proangiogénicas que se liberan tras la activacion de este receptor plaquetario. Estos hechos, también
fueron confirmados in vivo, lo que refuerza aiin mas la idea de la influencia de los factores liberados

por plaguetas sobre el crecimiento y la angiogénesis tumoral. La accién conjunta entre VEGF e
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integrinas plaquetarias parece ser la responsable en la consecucidn de estos eventos mediante la

activacion de vias de sefalizacién como PI3K 'y PKC.

Del mismo modo, otros estudios demostraron la implicacidon de otros factores plaquetarios como
PDGF-B sobre la angiogénesis tumoral en este tipo de células tumorales. Sin embargo, estos factores
plaquetarios no son la Unica forma que tienen las plaquetas de contribuir al proceso, la acciéon de PMPs
o de lipidos presentes en su superficie también parecen promover la formacién de nuevos vasos

tumorales.

b) Efecto de las plaquetas sobre su capacidad metastatica

Las plaguetas como hemos visto anteriormente participan de forma activa en todas las etapas del

proceso metastasico, lo que contribuye directamente al desarrollo tumoral.

Zuo et al (36). llevaron a cabo un estudio con el que pretendian dilucidar el papel de las plaquetas
sobre la transicidn epitelio mesénquima (EMT) en células tumorales, asi como su influencia en la
capacidad metastdasica. Para ello, exploraron la posible relacidon existente entre las plaquetas y
fragmentos plaquetarios en lineas celulares de cancer de mama humano MCF-7. Se emplearon

diferentes grupos de compuestos:

Grupo control (vehiculo)
Plaquetas activadas procedentes de sangre humana

Componentes activos procedentes de plaquetas activas (factores liberados por plaquetas)

A W

Membranas plaquetarias sin componentes activos (granulos)

Se determind la capacidad invasiva de las células MCF-7 cultivadas en presencia de cada uno de estos
compuestos, asi como los niveles de expresion tanto de mRNA de factores de transcripcién inductores
de la EMT (Snail, Slug) o proteinas relacionas con ella como E-cadherina, asi como niveles de proteinas

asociados a la remodelacién de la matriz extracelular (ECM) (Fibronectina, COL1A1 y MMP-9) (36).

. Tanto en el grupo de plaquetas activadas como en el grupo de granulos se demostrd que el
contacto directo con las células MCF-7 promovid un aumento en la capacidad invasiva de las células
tumorales. En contraste, el cultivo de MCF-7 con los factores plaquetarios no influyé de forma
relevante en dicho evento, obteniendo niveles semejantes al cultivo control (36).

. El aumento en la expresion de los mRNA de factores de transcripcion como Slug, Snail, asi
como la disminucién del marcador mesenquimal, E-cadherina, tras el contacto fue significativamente
mayor en el grupo de plaquetas y granulos, mientras que los niveles de expresion de estos factores
tras el contacto con los factores liberados por plaguetas fueron similares al observado en el cultivo

Unico de células tumorales. Por otra parte, los niveles de proteinas de remodelacién de ECM
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mostraron, al igual que en el caso anterior, valores mas altos en el cultivo de las células neopldsicas
con plaquetas y granulos que con el liberado de plaquetas (36).

Tras conocer la influencia de las plaquetas en la progresién tumoral, Zuo et al (36) pretendieron,
mediante la inhibicion de proteinas de adhesién de la superficie de células tumorales MCF-7, deducir
cuales eran las que mediaban la interacciéon con plaquetas, asi como las vias de seializacidon que se

activaban tras dicho contacto (36).

Los resultados mostraron que la inhibicidn de la integrina tumoral a,B: derivd en una mayor
disminucion en la sintesis de Snail y provocd un aumento en la expresion de E-cadherina, moléculas
que participan en la EMT. E-cadherina estd implicada en la adhesidon célula-célula (CAM) y dificulta la
motilidad y la capacidad invasiva tumoral. En cuanto a las vias de sefializacién, la molécula B-catenina
presentd un aumento de sus niveles en citoplasma y nucleo tras el contacto entre las células MCF-7
con plaquetas y granulos. B-catenina participa en la via WNT/ B-catenina, lo que sugiere la
participacion de dicha via en el proceso metastasico. Ademas, tanto el bloqueo de la via WNT/ B-
catenina como el bloqueo de la integrina a,f: provocaron una disminucién en los niveles de B-catenina

y una menor capacidad invasiva (36).

Por otra parte, se determinaron los niveles del mRNA tgf-81, asi como de proteina TGF-B1. En estudios
anteriores se observé que TGF-B1 promueve la fosforilacién de pSmad3 lo que activa la via TGF-
B1/Smad3 la cual se relaciond con la progresion metastasica en células de cancer de mama (37). Tanto
el mRNA tgf-81 como la proteina, TGF-f1, y los niveles de P-Smad3 aumentaron en las horas
posteriores al contacto entre MCF-7/ plaquetas y MCF-7/granulos. Es de destacar que el bloqueo de la

via WNT/ B-catenina provoco una disminucion en los mismos (36).

Estos estudios también fueron realizados in vivo en ratones desnudos mediante la inyeccién por via
intravenosa de células MCF-7. Los resultados obtenidos al igual que en los estudios in vitro, mostraron
gue el silenciamiento de la integrina af3: en las células MCF-7 y su posterior interaccidn con plagquetas
(Si-MCF-7/plaquetas) produjo una disminucién en el tamafio tumoral de las masas metastasicas en
pulmdn, observado mediante tincion HE (“Hematoxylin and eosin”) con respecto a células que no
presentaban dicha inhibicion (MCF-7/plaquetas). Del mismo modo, los niveles de B-catenina y TGF-f1
también disminuyeron en ratones que presentaban el silenciamiento de la integrina a,p en las células
MCF-7 (Si-MCF-7/Plaquetas) con respecto a aquellos que no (MCF-7/plaguetas), aunque los niveles
en estos ultimos fueron mayores en relacidon a aquellos ratones que Unicamente tenian células MCF-7

(36).

De todos estos resultados se infiere que las plaquetas facilitan la adquisicion de un fenotipo invasivo

en células tumorales de cancer de mama. Ademas, promueven la metastasis tumoral, al favorecer un
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aumento o disminucién en la expresion de mRNA asociados a proteinas claves en la EMT, asi como de

proteinas implicadas en la degradacion de la matriz extracelular, que favorecen la migracién e invasién.

Por otra parte, se deduce que las células tumorales MCF-7 interaccionan con las plaquetas a través de
la integrina a1, hecho que también fue demostrado en estudios in vivo, y que, tras dicha interaccion,
se activa la via WNT/ B-catenina, que promueve la activacion de la via TGF-B1/Smad3 de forma
autocrina (figura 4). Tanto la B-catenina como la interaccion de P-Smad3 con B-catenina son capaces
de promover la expresion de factores de transcripcion como Snail y Slug, por lo que, presentan una
influencia directa en la transicién epitelio mesénquima (EMT), y, por lo tanto, sobre la capacidad
metastasica de las células MCF-7. Ademas, el bloqueo de la via TGF-B1/Smad3 mostrd una inhibicion
parcial en la expresidn de dichos factores de transcripcién, mientras que el bloqueo de la via WNT/ B-
catenina produjo una inhibicion total (36). Estos hechos sugieren que la via WNT/ B-catenina presenta
accion directa sobre la sintesis de Snail y Slug, y que para la activacién de la via TGF-B1/Smad3 y su
posterior accién sobre la expresion de estos factores de transcripcion es necesario la presencia de TGF-
B1 inducido a través de la via WNT/ B-catenina (figura 4). Por lo tanto, la accion de la via WNT/ B-
catenina juega un papel fundamental en la invasiéon metastdsica de células MCF-7 al promover la EMT

(36).

Platelet releasates

09 © Epithelial-Mesenchymal
Transition (EMT)

Cytoplasm

BEaE o

Snail, Slug

pSmad3 Snail, Slug
p-catenin

Nucleus

FIGURA 4. Via de sefializacion que promueve la expresion de factores de transcripcidén implicados en

EMT tras la interaccion plaqueta-célula tumoral.

2. Funcion de las plaquetas en la generacion de resistencia frente a los

tratamientos antitumorales

La eficacia en el tratamiento del cancer se ve de forma frecuente disminuida debido a la aparicién de
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resistencias a los agentes antitumorales. Como se ha mencionado anteriormente, altos niveles de
plaquetas en sangre de pacientes con cadncer se correlacionan con una tasa de supervivencia menor

(21).

Radziwon-Balicka et al (38). llevaron a cabo una investigacién en la que pretendieron estudiar la
posible implicacion de las plaquetas en la mejora de la capacidad de supervivencia de células tumorales
en presencia de agentes quimioterapéuticos. Para ello, emplearon lineas celulares de adenocarcinoma
de colon humano (Caco-2) y de ovario (59M), las cuales, se cultivaron con plaquetas en presencia de

Paclitaxel y 5-Fluorouracilo (5-FU).

Tras el cultivo de las células tumorales con paclitaxel y 5-FU de forma independiente, asi como de las
células tumorales con los agentes quimioterapéuticos en presencia de plaquetas, se analizé el nUmero

total de células que presentaban apoptosis y necrosis (38).

Los resultados mostraron una menor tasa de células necréticas y apoptdticas tras el cultivo de las
células neoplasicas con farmacos en presencia de plaquetas con respecto al tratamiento Unicamente
con farmacos. Ademas, la determinacién de genes que regulan la apoptosis permitié observar un
aumento en la expresidn de genes antiapoptoticos como BCL3, RIPK2, NF-kB1 en células 59M o BRIC5,
REL y NF-kB2 en células Caco-2 en presencia de plaquetas. Del mismo modo, se observé una

disminucion en aquellos que presentan acciones proapoptdticas como PYCARD, CASP2, DAPK1, LRDD

y NALP1 en células 59 M. Sin embargo, también se encontré un aumento de genes proapoptoéticos en

ambas lineas celulares (38).

La determinacién de la expresidn de las ciclinas A, B1, D1y E, asi como de la fosforilacién de proteinas
implicadas en reparaciéon del DNA como BRCA1, Chkl, Mrell y p95/Nbsl fueron otra pieza
fundamental del estudio. Las ciclinas son proteinas que estan involucradas en la regulacion del ciclo
celular y se encuentran elevadas en gran cantidad de cdnceres. Por su parte, las proteinas de
reparacion del DNA son capaces de corregir mutaciones durante la division celular, lo que evita su
transmisidn a la estirpe descendiente, de este modo, contribuyen al éxito en la divisién y supervivencia

tumoral (38).

Los niveles de expresién de ciclinas en todas las fases celulares de division aumentaron en las células
tumorales ovdricas 59 M en presencia de plaquetas, tanto bajo el tratamiento con 5-FU como en su
ausencia. No ocurrié asi en presencia de paclitaxel. Con relacién a las proteinas de reparacion del DNA,
los niveles de fosforilacion de todas ellas aumentaron de forma significativa en las células 59 M en
presencia de ambos agentes antitumorales y la exposicidn a plaguetas, aungque el aumento fue mas
destacado con el tratamiento con 5-FU. Sin embargo, estos resultados no fueron tan apreciables en las

células de cancer de colon (38).
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Para concluir, en el estudio de Radziwon-Balicka et al (38), demostraron la posible implicacién de
factores liberados por plaguetas como TSP-1y RANTES en la proteccion de células tumorales expuestas
a la accién citotdxica de farmacos antineoplasicos, al observar un aumento en la supervivencia de
células Caco-2 en presencia de paclitaxel combinado con estas moléculas (38). En la misma linea, otros
estudios indicaron que el bloqueo de la acciéon de TGF-B1 derivado de plaquetas provocd una
disminucion en la supervivencia de las células de carcinoma pancreatico en presencia de cisplatino
(39). En células tumorales testiculares, se observd una relacién directa entre PDGFRB, PDGF y la
resistencia a cisplatino, ya que, la inhibicién del receptor provocé un aumento en la sensibilidad al

tratamiento antitumoral (40).

Estos resultados sugieren que las plaquetas contrarrestan los efectos farmacoldgicos de los agentes
antitumorales mediante diversos mecanismos. Uno de ellos, es la capacidad que presentan para
modular la expresidn de genes proapoptdticos y antiapoptoticos en células tumorales y como se ha
demostrado parecen favorecer que la balanza se incline hacia los antiapoptéticos, lo cual deriva en
una disminucion en la muerte celular, y, por tanto, un aumento en la supervivencia tumoral. Por otra
parte, contribuyendo a generar resistencia frente a tratamientos antitumorales, las plaquetas
provocan el aumento en la expresidn de proteinas que favorecen la progresién tumoral. El incremento
en los niveles de expresion de ciclinas y la fosforilacidon de proteinas de reparacion del DNA evitan la
accion de los agentes antitumorales sobre el ciclo celular y el DNA, por lo que contrarrestan sus efectos
antiproliferativos, lo que favorece también la resistencia al tratamiento. Ademads, la baja expresién de
ciclinas durante el cultivo de las células tumorales con plaquetas en presencia de paclitaxel se atribuye
a la accion de este sobre el huso mitético, el cual, se encuentra relacionado con el ciclo de divisidon

celular.

Por ultimo, y al igual que hemos visto anteriormente en otros procesos del desarrollo tumoral, las
plaguetas a través de la liberacidn de factores contenidos en sus granulos contribuyen también a un
aumento en la supervivencia de células tumorales lo que confirma ain mds su papel en la aparicién de

resistencias durante el tratamiento antitumoral.
CONCLUSIONES

Numerosos estudios han evidenciado la influencia de las plaquetas sobre el desarrollo tumoral. Esta
contribucion se basa, como hemos analizado, en diferentes acciones entre las que destaca la liberacion
de moléculas bioactivas contenidas en sus granulos. En concreto, en este trabajo, las conclusiones mas

relevantes sobre la funcion de las plaquetas en el cancer son las siguientes:

1- En el cancer de mama, la liberacion de moléculas como TGF- B o VEGF por parte de las plaquetas
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tras su activacion, desencadena el inicio de diferentes rutas bioquimicas que estan implicadas de forma
directa en la angiogénesis y en etapas claves metastdsicas como es la EMT, contribuyendo al desarrollo

y progresion tumoral.

2- Las plaquetas, disminuyen la accidn de los tratamientos antitumorales al evitar la destruccién de las
células tumorales, y, por consiguiente, aumentar su supervivencia lo que favorece aun mas la

progresién tumoral. Esto lo consiguen a través de diversos mecanismos como:

e laregulacidon de genes relacionados con procesos apoptéticos.
e El aumento en la expresidn de proteinas relacionadas con el ciclo celular y la reparacion del

ADN.

e laliberacidon de moléculas bioactivas contenidas en sus granulos.

Por tanto, las plaquetas, no solo favorecen el desarrollo tumoral, sino que, ademas parecen tener una
labor fundamental en la generacion de resistencia frente a los tratamientos antitumorales lo que

puede derivar en una menor tasa de supervivencia en pacientes con cancer.
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