=

) WCIONAL AUTONONA p
\\\\\\\W
E& % 170

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LAS PLAQUETAS SOBRE LA
VIABILIDAD EN LINEAS CELULARES DE CANCER DE PROSTATA

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA

MIGUEL VALENZUELA MAYEN

ASESOR

DR. MAURICIO RODRIGUEZ DORANTES

Ciudad Universitaria, CD. MX. 2024



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: ORTEGA MUNOZ RAQUEL

VOCAL: Profesor: COELLO COUTINO MARTHA PATRICIA
SECRETARIO: Profesor: RODRIGUEZ DORANTES MAURICIO
ler. SUPLENTE: Profesor: PLATA RAMOS MARIA DEL CONSUELO
2° SUPLENTE: Profesor: GARCIA LOZANO ALBERTO

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

LABORATORIO DE ONCOGENOMICA
INSTITUTO NACIONAL DE MEDICINA GENOMICA (INMEGEN)

ASESOR DEL TEMA:

Dr. Mauricio Rodriguez Dorantes

SUPERVISOR TECNICO:

M. en C. Miguel Morales Pacheco

SUSTENTANTE:

Miguel Valenzuela Mayen



Agradecimientos

A la Facultad de Quimica y a la UNAM, que me permitieron desarrollarme tanto
personal como profesionalmente a lo largo de todos estos afios.

A mi supervisor técnico y ahora amigo, el M. en C. Miguel Morales Pacheco por su
total apoyo y su infinita disposicion a ayudarme y corregirme a lo largo del proceso
de mi proyecto. Me has enseflado muchisimo y no puedo estar mas que
agradecido por eso.

A mis padres Verénica y Miguel, por todo su apoyo incondicional y por siempre
creer en mi. Ustedes me hacen mejor persona siempre, deseo que nunca me
falten. Gracias por estar conmigo siempre, en todas las venturas, en todas las
adversidades.

A mi hermana Isabel, por siempre estar para mi y por siempre creer en mi. Por las
risas y las infinitas canciones y platicas de medianoche. Soy muy feliz de ser tu
hermano, gracias por ensefiarme tanto, gracias por ser mi confidente y gracias por
ser la que siempre me acompainia.

A mis amigos siempre: Miguel Angel, Carlos, Viridiana, Dulce, Alexa, Aldayr, Flor y
Daniel, ustedes son mi segunda familia y agradezco tanto haber coincidido con
ustedes en la vida. Gracias por las aventuras, las risas y el tiempo. Estoy
consciente de que cualquier cosa que hagas en la vida no es tan legendaria a
menos que estén tus amigos alli para verlo, y ustedes ahi para verlo.

A Marian, por todo su amor, ternura y apoyo incondicional. Por ser mi compafiera
de vida, por ensefiarme tanto y por escucharme siempre. No sabes el impacto que
has tenido en mi, siempre voy a agradecer por eso. Eres mi persona y espero
seguir creciendo contigo por mucho tiempo mas, juntos vamos por grandes cosas.
Te quiero siempre.

A todas las personas que influyeron en mi y en mi desarrollo a lo largo del tiempo.
Gracias.



INDICE

RESUMEN ... r e e e e ennaas 1
Lo PROSTATA oottt 2
O R AN g =1 (o 1 | - VTP 3
2 o 115 o] (o o | - U 4
R T 1 o] 0T |- VSRR 7
1.4  Patologias de la prostata ...........coeeuuuiiiiiiiciiiieice e 9
1.4.1 Inflamacion ProStatiCa...........cceeuuuuuiiiiiieeeeieeeiiie e e e e e e e e e e eeeaens 11
1.4.2 Hiperplasia benigna prostatica (BPH)............ccuueeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 11
1.4.3 Aoflafocal ..o, 11
1.4.3 Neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)..........cccoooeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeceeeennns 12

2. CANCER DE PROSTATA ..ottt 13
2.1 CANCET et e e e et e e e e e e e 13
2.2  Epidemiologia del cancer de prostata............cccuvveeeiiieeiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 14
2.3  Etiologiay factores de reSg0.........uuuiiiiiieaeiiiiiiiiiiiee e 16
2.3 1 Edad....coooiiiiiiiii 17

R B O T =T =1 ] oo TSRS 17
2.3.3 FACtOres gENELICOS ......uuuiiiiiiiiee ettt 17
2.3.4 EStlode Vida.......coooviiiiiiiiiiiiii 18

A 1110 11T L PP TP UOPPPPPPPPPPR 18
2.5 DIAgNOSHICO ... ceeieeiiiice e ————— 19
2.6 ClASIfICACION .....coei it 21
2.7 Trat@mIENTO ....coe i 24
3. PLA QUET AS ettt eaaans 26
3.3 Interaccion célula tumoral-plaqueta ..........ccccceeeeeeeiiiiiiiiiiie e, 28

3.3. 1 FAse de iNtravaSaCiON ....... oo, 29



3.3.2 FASE INtraVASCUIAT ... ..., 30

3.3.3 Fase de extravasSaCiON..............uuuuuuuuuuuurernrerrnneneerneeneenererrrrr—————— 30

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.......ccccceeveeverennn. 32
5. PREGUNTA DE INVESTIGACION ....oooiiiiiieieceeee e 33
B.  HIPOTESIS ... ciiiiictiieiee ettt ettt ne s 33
7. OBJETIVO GENERAL ...oouviitiitiiie ettt 33
7.1  ODbjetivos partiCulares............ccccooviiiiiiiiii 33
8. MATERIAL Y METODOS ... ..oiiiiieiteeieete ettt 34
0. RESULTADOS ...t e e e e e e e eaanaaes 40
10. DISCUSION ...ttt sttt sttt s et se b 55
11. CONCLUSIONES ... oot e e e eaa s 60
12. PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt 60
13, REFERENCIAS ..o e eaa s 61



RESUMEN

El cancer de préstata es el segundo tipo de cancer mas frecuente y la quinta
causa de muerte por cancer en varones a hivel mundial. La principal causa de
muerte en pacientes con cancer esta relacionada con el desarrollo de metastasis.
Evidencia reciente sugiere que, durante la cascada metastasica, en la fase
intravascular, las interacciones entre las células cancerigenas y las plaquetas
podria favorecer la progresion tumoral. Las plaquetas son células sanguineas que
tiene como funcién principal la hemostasia, sin embargo, las plaguetas también
pueden participar en otros procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, como el cancer.
Las plaquetas tienen un papel importante apoyando a la evasion del sistema
inmunologico, brindando proteccibn mecénica, asistiendo a la adhesion,
extravasacion e invasion de las células cancerigenas y, de esta manera,
favoreciendo la progresion tumoral y la metastasis. Sin embargo, los mecanismos
moleculares por los cuales se dan este tipo de interacciones célula-plaqueta que
pueden favorecer la progresion tumoral y la metastasis no han sido explorados en

cancer de préstata debido a la falta de modelos.

En este trabajo se explor6 el desarrollo de un modelo de cocultivo celular entre
lineas celulares de cancer de prostata y plaquetas. Para el desarrollo del modelo
se tomaron en cuenta variables como la metodologia de aislamiento de plaquetas,
la caracterizacion celular y fisiolégica de las plaquetas y, el efecto del Buffer HEPS
(vehiculo de resuspension de plaquetas) sobre la viabilidad de las lineas de
cancer de préstata (LNCaP y PC3). Finalmente, se caracterizé el efecto que tienen
las plaquetas sobre la viabilidad de las lineas celulares mostrando que LNCaP es
mas sensible a proporciones altas de plaquetas en comparacion con PC3,
promoviendo apoptosis tardia en LNCaP y apoptosis temprana en PC3. Estos
hallazgos permitieron determinar que la proporcion ceélula-plaqueta optima es de
1:200. En esta proporcion establecida se pudieron observar interacciones fisicas

entre las lineas celulares de cancer de préstata y plaguetas.

Este estudio demostr6 ser un enfoque valioso para estudiar a futuro los
mecanismos moleculares de las interacciones entre células de cancer de préstata

y plaquetas.



1. PROSTATA

La préstata es una glandula excretora tubulo-alveolar que forma parte del sistema
reproductivo masculino y es la principal glandula reproductiva involucrada en la
fertilidad del hombre pues tiene como funcion principal la formacion del fluido
prostatico (Verze et al.,, 2016). Esta glandula tiene una conformacion coénica
descrita coloquialmente como “forma de nuez” y su tamafio incrementa conforme a
la edad (Aaron et al., 2016; Toivanen & Shen, 2017). Su crecimiento normal y
desarrollo estd comprometido por los andrégenos. En condiciones normales, la
préostata suele pesar entre 20 y 30 g midiendo alrededor de 3.5 cm en su base y
aproximadamente 2.5 cm en sus dimensiones vertical y anteroposterior. La
prostata se encuentra ubicada en la base de la vejiga y rodea la porcion proximal
de la uretra (Motrich et al., 2018) ademas de colindar directamente con el recto, lo
que permite a la prostata ser palpada durante la examinacion rectal (Aaron et al.,
2016; James, 2014) (Figura 1).

Glandula prostatica

Conducto eyaculador

Uretra

Vejiga

Conducto
deferente

Recto

Vesicula
seminal

Testiculo

Figura 1. Localizacion anatdmica de la préstata. Se ilustra la localizacion anatdmica de la préostata. La
prostata se encuentra ubicada en la base de la vejiga y rodea la porcion proximal de la uretra, ademas de
colindar directamente con el recto. Imagen modificada de (Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades, 2022).



1.1Anatomia

A partir del trabajo de McNeal en 1993, se establecieron cuatro regiones

anatomicas que conforman a la préstata: la zona central, la zona de transicion, la

zona estroma fibromuscular anterior y la zona periférica (Hermabessiere &
Taillandier, 2002a; McNeal, 1993) (Figura 2).

Las cuatro regiones anatémicas se describen a continuacion:

Zona central: Esta zona rodea los conductos eyaculatorios y la uretra
prostatica. Anatdbmicamente, la zona central se encuentra rodeada por la
zona periférica y frente a la zona de transicion; aunque la zona central y la
zona periférica se encuentran de una forma adyacente, estas presentan
diferencias histologicas que indican diferencias importantes en sus
funciones bioldgicas (McNeal, 1993; Selman, 2011). Esta zona constituye
del 20 al 25% del volumen del tejido normal prostatico, siendo el lugar de
origen de aproximadamente el 5% de las neoplasias malignas de la
préstata (Babinski et al., 2002; Toivanen & Shen, 2017).

Zona de transicidon: Representa del 5 al 10% del tejido prostatico, siendo la
zona mas pequefia de la glandula. Esta zona rodea la uretra proximal entre
la vejiga y el utriculo prostatico (McNeal, 1993). La zona de transicién se
agranda a lo largo de la vida y es aqui donde se desarrolla la hipertrofia
prostética benigna (HPB) en la vejez (Hermabessiére & Taillandier, 2002b;
Selman, 2011; Toivanen & Shen, 2017). Aproximadamente el 10-15% de

las neoplasias prostaticas se originan en esta zona (James, 2014).

Zona periférica: Constituye aproximadamente el 70% del tejido glandular.
(Toivanen & Shen, 2017) Anatémicamente, comprende un area que va
desde el apex hasta la base de la prostata. Forma un disco de tejido cuyos
ductos rodean la uretra distal y lateral de forma radial (McNeal, 1993). Esta
zona engloba casi todo el conjunto de la glandula (Hermabessiere &
Taillandier, 2002a). Esta zona es particularmente sensible al desarrollo de

prostatitis cronica, atrofia pos-inflamatoria y céancer (Selman, 2011;
3



Toivanen & Shen, 2017) lo que convierte a esta zona en una de las de
mayor interés para el estudio de dichas patologias. Entre el 80-85% de las
neoplasias prostaticas se originan en esta zona (Hermabessiére &
Taillandier, 2002c; McNeal, 1993).

Zona estroma fibromuscular anterior: Esta zona que carece de glandulas,
forma por completo la cara anterior de la prostata (James, 2014). Esta zona
cumple con un papel meramente anatémico protegiendo las demas zonas
glandulares (zona central, zona periférica y zona de transicion) y
aparentemente carece de importancia funcional o patolégica en la préstata
(McNeal, 1993).

a Zonas de la prostata

Zona central
fz Zona fibromuscular
tz Zona de transicion
) PZ Zona periférica

» | Pgr Region glandular

Ducto eyaculatorio

Figura 2. Anatomia por zonas de la prostata. Estructura general de la préstata. Se ilustran las cuatro zonas
descritas por McNeal: zona central, zona de transicion, zona periférica y zona estroma fibromuscular anterior.
La zona central conforma del 20-25% del tejido prostatico; la zona de transicion conforma del 5 al 10% de la
glandula; la zona periférica representa aproximadamente el 70% del tejido. La zona estroma fibromuscular
anterior carece de glandulas y protege la cara anterior prostatica. Imagen modificada de (Verze et al., 2016).

1.2 Histologia

El tejido prostatico esta compuesto principalmente de un parénquima epitelial
(epitelio glandular) y una matriz estromal (estroma fibromuscular) (Czyz et al.,
2012; Verze et al., 2016). El epitelio se compone de dos capas histologicamente

distintas. La capa luminal secretora esta formada por células columnares altas
4



(células secretoras) que expresan receptor de androgenos y dependen de los
androgenos para sobrevivir, ademas de ser responsables de la produccion del
antigeno prostéatico especifico (PSA), fosfatasa &cida prostatica y calicreina-2
(KLK2) humana, que se secretan como parte del liquido seminal. Esta capa de
células estd respaldada por una capa basal de células epiteliales cuboidales
(células basales) que expresan niveles bajos del receptor de andrbégenos; y
células neuroendocrinas, las cuales no expresan receptor de androgenos. Esta
capa, a su vez, esta revestida por una membrana basal que consiste en una
matriz extracelular, que forma una division entre las células basales y el estroma
(Figura 3) (Toivanen & Shen, 2017; Verze et al., 2016; Wang et al., 2018).

g g

Célula
secretora

Célula neuroendocrina Célula basal gfsgtl)rana } Estroma

Figura 3. Esquema histolégico del tejido prostatico. Se observan los diferentes linajes que conforman la
parte epitelial del tejido prostatico. El epitelio estd formado por tres subtipos de células: células luminales,
células basales y células neuroendocrinas. El compartimento epitelial esta delimitado por una membrana que
lo separa del compartimento estromal. Imagen modificada de (Verze et al., 2016)

La matriz estromal a su vez, estd formada por tejido conectivo, fibroblastos,
células de musculo liso, y miofibroblastos (Humphrey, 2017; Toivanen & Shen,
2017), las cuales contribuyen a la secrecién de proteinas de matriz extracelular,
asi como factores de crecimiento ademas de expresar receptor de andrégenos
(Chiarugi et al., 2014). La funcion principal del estroma es asegurarse de que
exista un microambiente apropiado para el buen desarrollo y funcionamiento del
compartimento epitelial. EI compartimento estromal provee sefiales de apoyo que
favorecen la homeostasis en condiciones normales o durante procesos de
regeneracion. Ademas, evidencia sugiere que la matriz estromal podria tener un

papel importante en procesos inflamatorios (Verze et al., 2016).



La proliferacion de células epiteliales es estrictamente controlada por interacciones
entre las mismas células epiteliales (comunicacion autocrina), componentes de la
matriz extracelular y células estromales; estas interacciones en equilibrio
mantienen la homeostasis tisular (Figura 4). La transformacion neoplésica de las
células epiteliales conduce a un desequilibrio de la plétora de células estromales
(Humphrey, 2017). La desorganizacion resultante de la arquitectura tisular normal
desencadena la activacion de las células del estroma, promoviendo y manteniendo

asi el crecimiento y malignidad de las células tumorales (Chiarugi et al., 2014).

Capilar

Fibroblasto

Célula

intersticial Estroma

Tejido
conectivo

Célula
muscular
lisa

/
Membrana basal

Célula

secretora
luminal

Célula basal

Epitelio

Célula
Célula progenitora intermedia
epitelial ]

Célula
neuroendocrina

Figura 4. Interaccién entre el compartimento epitelial y el compartimento estromal en el tejido
prostatico. Se observan los diferentes linajes que forman parte del compartimento epitelial y los diferentes
linajes que conforman al compartimento estromal. Imagen modificada de (Czyz et al., 2012).

En el desarrollo del cancer de prostata, el compartimento estromal representa un
papel crucial en el desarrollo de la neoplasia debido a que las células que lo
conforman son capaces de secretar factores que pueden promover el crecimiento,
supervivencia y movilidad de las células cancerigenas. En un estado de
enfermedad las poblaciones estromales se componen de: (1) células
inmunoldgicas como linfocitos y macrofagos que, una vez activados mediante
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citocinas liberadas por células tumorales, son capaces de promover la progresion
del cancer, angiogénesis y metastasis (Kumar et al., 2016); (2) células madre
mesenquimales que pueden dar origen a células mesenquimales asociadas a
tumor y a fibroblastos asociados a tumor y que contribuyen en la progresion del
cancer (Jung et al., 2013; Kalluri, 2016; Shi et al., 2016); (3) fibroblastos asociados
a cancer y miofibroblastos que son capaces de afectar y modificar a la matriz
extracelular, producir metabolitos Utiles para mantener la progresion del cancer y
citocinas que promueven la invasion, ademas de contribuir a la resistencia
farmacoldgica (Kalluri, 2016); (4) células endoteliales que participan en la
remodelacion de la matriz extracelular asi como en la formacion de nuevos vasos
sanguineos (angiogénesis) (Chiarugi et al., 2014); (5) y células progenitoras de
médula 6sea (como plaquetas) que son reclutadas al sitio del tumor y contribuyen
a incrementar al reservorio de los otros tipos de células estromales (Chiarugi et al.,
2014; Wang et al., 2018). Todo este conjunto heterogéneo de células conforma el

microambiente tumoral (Wang et al., 2018).

1.3 Fisiologia

La principal funcion de la prostata es producir el fluido prostatico el cual conforma
entre el 25 al 30% del fluido seminal total, el remanente es producido por las
vesiculas seminales y los testiculos. La fisiologia de la prostata es dependiente de
los andrégenos, cuyas secreciones son reguladas por el eje hipotalamo-
hipofisario-suprarrenal (eje gonadal). El fluido prostatico contiene una mezcla
compleja de factores que ejercen funciones esenciales para la reproduccion y
ademas protege al esperma durante su paso a través del tracto femenino (Motrich
et al., 2018). Esta mezcla compleja esta conformada, entre otros componentes, del
antigeno prostatico especifico (PSA), acido citrico, calcio, zinc (Zn), lactoferrina,
fosfatasa acida y fibrinolisina (Lawrentschuk & Ptasznik, 2021; Hermabessiére &
Taillandier, 2002b) En la Tabla 1 se describen los componentes que conforman al

fluido prostatico.



Productos secretados

Funciones/Caracteristicas

Seminogelina y fibronectina

Estan involucradas en la coagulacion post-
eyaculatoria del semen, pues tras la
eyaculacion llevan a cabo la formacion de un

gel polimerizado (Hayward & Cunha, 2000).

Transglutaminasa

Ayuda a la formacion del polimero necesario
para la formacion del gel formado por la
seminogelina y la fibronectina (Hayward &
Cunha, 2000).

PSA

Es una calicreina (serin-proteasa) que es
secretada de 5 a 10 minutos después de la
eyaculacion. Ayuda a disolver el coagulo
formado por la seminogelina y fibronectina.
Es uno de los principales productos
secretados por la préstata (Hermabessiére &
Taillandier, 2002b).

Lactoferrina

El rol de esta consiste en unirse al
espermatozoide y formar parte de los
antigenos de recubrimiento. También tiene
actividad antimicrobiana (Reese et al., 1992;
Thaler & Vanderpuye, 1990).

Citrato Regula el pH del semen y nutre a los
espermatozoides después de la eyaculacion
(Motrich et al., 2018).

Zinc Juega diferentes roles cruciales en la

fisiologia prostatica. 1) Actividad
antimicrobiana esencial para la proteccion
de los espermatozoides en el tracto vaginal.
2) Involucrado en la licuefaccion del semen,

liberacion del esperma del coagulo seminal.




3) Las altas concentraciones de Zn en la
prostata bloquea al ciclo de Krebs
permitiendo que las células epiteliales
produzcan energia a partir de la glucélisis y
permite a la prostata liberar grandes
cantidades de citrato (Motrich et al., 2018;

Puerta-Suarez & Cardona-Maya, 2020).

Tabla 1. Productos predominantes de la secrecidon prostatica. Se describen las caracteristicas de los
principales productos predominantes secretados en el fluido prostatico.

En resumen, el principal aporte del fluido prostatico al fluido seminal es el de
proporcionarle factores que son necesarios para controlar la eyaculacion, regular
los procesos de coagulacion y licuefaccién del semen, y activar y revestir a los
espermatozoides de glicoproteinas que ayudan a evitar una respuesta inmune al
estar en contacto con el moco cervical (Hayward & Cunha, 2000). El fluido
prostético también es capaz de inducir cambios en el cuello uterino, el endometrio
y en el sistema inmunolégico materno con la finalidad de garantizar una

implantacion y un crecimiento embrionario exitoso (Motrich et al., 2018).

A pesar de que el fluido prostatico no es necesario para una reproduccion exitosa
en humanos y en la mayoria de los animales, evidencia acumulada indica que la
fertilidad masculina y el desarrollo fetal se ven comprometidos en la ausencia de la

préstata y sus secreciones (Motrich et al., 2018; Toivanen & Shen, 2017).

1.4 Patologias de la préstata

Las patologias de la préstata suelen ser especificas de cada una de las zonas que
conforman a la glandula (De Marzo et al., 2007; McNeal, 1993), siendo la zona
periférica la zona donde mas comunmente se desarrolla el cancer de préstata. En
la Figura 5 se muestran las patologias mas comunes en las diferentes zonas de la

prostata segun (De Marzo et al., 2007).




Zona de la prostata

Atrofia focal

Inflamacién aguda

Periférica

Transicién Central

Inflamacion crénica

Hiperplasia benigna prostatica

PIN de algo grado

Carcinoma

Il Alta prevalencia
1 Prevalencia media-alta 1 Ninguna

[ Baja prevalencia

Figura 5. Patologias prostéaticas con relaciéon a la zona prostatica. La atrofia focal se desarrolla
principalmente en zona periférica y en la zona de transicion; la hiperplasia benigna prostatica se desarrolla
prevalentemente en la zona de transicion; la neoplasia prostatica intraepitelial y el carcinoma tienen una alta
prevalencia en la zona periférica. Imagen modificada de (De Marzo et al., 2007)

Existen ademas algunas otras patologias que pueden presentarse en la prostata,

tales como la prostatitis aguda y crénica, el carcinoma tipo neoplasia intraepitelial

prostética, el adenocarcinoma ductal y el carcinoma intraductal (Trabzonlu et al.,

2019).

A continuacion, se presentan y describen las patologias que pueden llevar al

desarrollo del cancer de prostata (Figura 6), a excepcion de la hiperplasia benigna

prostatica (BPH).

Proliferative
atrophy (PIA)

e Ol0l0l0l0] @1y

O
BasalC D T

Basement membrane!

Q00

@S

Invasive
carcinoma

Figura 6. Modelo de progresién de la neoplasia prostatica. Se ilustra el modelo de progresion de la
neoplasia prostatica: tejido epitelial normal, atrofia inflamatoria proliferativa (PIA), neoplasia intraepitelial
proliferativa (PIN) y carcinoma invasivo. Imagen modificada y extraida de (De Marzo et al., 2007).

10



1.4.1 Inflamacion prostatica

En la mayoria de los casos, la causa de la inflamacidn prostatica es poco clara.
Existen varias fuentes potenciales que pueden desencadenar el evento
inflamatorio, entre los que se encuentran las infecciones, el reflujo de orina, la
induccion de un trauma fisico o quimico, los factores dietéticos, los estrogenos, o
una combinacién de dos o mas de estos factores. Ademas, cualquiera de estos
podria conducir a una ruptura en la tolerancia inmunoldgica y el desarrollo de una
reaccion autoinmune a la prostata que llevaria a un estado de inflamacion (De
Marzo et al., 2007).

1.4.2 Hiperplasia benigna prostatica (BPH)

La hiperplasia benigna prostética es la neoplasia benigna mas comun en hombres
de edad avanzada y esta presente en aproximadamente el 8% de los hombres en
la cuarta década de la vida y hasta el 90% de los hombres en la cuarta década de
su vida (Langan, 2019). Resultado del agrandamiento benigno de la prostata
debido al crecimiento hiperplasico no regulado del epitelio y tejidos
fioromusculares (Devlin et al., 2021), esta neoplasia suele presentar
sintomatologia denominados sintomas del tracto urinario inferior. Esta neoplasia
se desarrolla preferentemente en la zona de transicion de la préstata y suele
presentar un marcado aumento de células inflamatorias crénicas y un epitelio

atrofico con zonas de PIA de transicion (De Marzo et al., 1999, 2007).

1.4.3 Atrofia focal

Histologicamente, la mayoria de las lesiones que presentan infiltrados
provenientes de una inflamacién aguda o crénica estan asociados con una atrofia
epitelial focal y esta también asociada con una prostata envejecida. La atrofia focal
se ha presentado como un precursor potencial del cancer de prostata y de la
neoplasia intraepitelial prostatica (PIN), ademas de estar asociada estrechamente
con inflamacién croénica, infecciones y exposicion a carcinégenos (Rosenberg et

al., 2010). Esta lesion suele localizarse principalmente en la zona periférica de la
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glandula prostatica (zona donde suele desarrollarse con mas frecuencia el cancer
de préstata) y una de sus caracteristicas es la alta tasa de proliferacion que
presentan sus células epiteliales en comparacién con aquellas del epitelio de
apariencia normal (Benedetti-Padrén, |. & Reyes, 2013; Y. Zhang et al., 2019),
razon por la cual en 1999 fue acufiado el término "atrofia inflamatoria proliferativa”
(PIA) por De Marzo, para designar focos de proliferacion epitelio-glandular para la
mayoria de las lesiones atroficas (De Marzo et al., 1999, 2007; Y. Zhang et al.,
2019).

1.4.3 Neoplasia intraepitelial prostéatica (PIN)

Es considerada la lesién precursora del cancer de prostata (De Marzo et al.,
2007). Dentro de las caracteristicas de esta patologia se encuentra la
proliferacién de las células epiteliales de la glandula prostatica, las cuales
muestran atipia citologica significativa dentro de los limites de los conductos
prostaticos y acinos (Trabzonlu et al., 2019). ComUnmente, la neoplasia suele
desarrollarse en la zona periférica de la glandula prostatica, aunque también

tiene prevalencia en la zona de transicion.
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2. CANCER DE PROSTATA

2.1 Cancer

Se entiende por cancer al crecimiento descontrolado y anormal de células (Roy &
Saikia, 2016). El cancer en si no es una enfermedad, sino un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo y ser capaz de
invadir érganos que se encuentren de una forma adyacente o de una forma distal
al origen del tumor (Roy & Saikia, 2016). Conforme la neoplasia avanza a un
estadio mas grave de la enfermedad, comienzan a desarrollarse caracteristicas
que tienen en comun todos los tipos de cancer como lo son proliferacién
sostenida, evasion del sistema inmunolégico, evasion de supresores de
crecimiento, resistencia a la muerte celular, mutaciones e inestabilidad gendémica,
desregulacion metabdlica, capacidad de generar angiogénesis, invasion y
metéstasis (Figura 7) (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 7. Caracteristicas en comuin de las neoplasias malignas. Se muestran las caracteristicas en
comun que tienen las neoplasias malignas. Entre ellas: proliferacion sostenida, evasion del sistema
inmunolégico, evasién de supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, mutaciones e
inestabilidad genémica, desregulacién metabdlica, capacidad de generar angiogénesis, invasion y metastasis.
Imagen obtenida y modificada de (Hanahan & Weinberg, 2011).
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2.2 Epidemiologia del cancer de prostata

El cancer de préstata es uno de los tipos de cancer mas comunes alrededor del
mundo segun la International Agency for Research on Cancer. Con un estimado
de 1.4 millones de nuevos casos y 375,000 muertes en 2020, el cancer de
préstata representa la segunda neoplasia mas comun en hombres en el mundo y
es la quinta causa de mortalidad con relacion al cancer (International Agency for

Research on Cancer, 2022) (Figura 8).
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Figura 8. Incidencia y mortalidad de distintos tipos de cancer. Se observa la incidencia y la mortalidad de
los diferentes tipos de cancer en varones de todas las edades. El cancer de préstata ocupa el puesto nimero
dos en incidencia y el puesto nimero cinco en mortalidad alrededor del mundo. Imagen modificada de
(GLOBOCAN, 2020)

Hay una notable diferencia entre la incidencia y mortalidad del cancer de préstata
entre paises desarrollados y paises semidesarrollados, atribuido probablemente a
la mejora de herramientas de diagndstico de la patologia. En el norte y este de
Europa, el Caribe, Nueva Zelanda, América del Norte y el Sur de Africa la
incidencia es mucho mas alta a comparacion de territorios como Asia y el Norte de
Africa. Por otro lado, la mortalidad en el Caribe, algunas regiones de Africa y
partes de América del sur suelen ser notoriamente mas altas que en otras

regiones (Figura 9) (International Agency for Research on Cancer, 2022).
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Incidencia estimada en 2020, hombres de todas las edades
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Figura 9. Incidencia y mortalidad del cancer de prostata alrededor del mundo. Se observa la incidencia y
la mortalidad del cancer de prostata alrededor del mundo en varones de todas las edades. El cancer de
prostata tiene una mayor incidencia en regiones de paises desarrollados, pero una mortalidad menor, a
diferencia de los paises en vias de desarrollo que presentan una baja incidencia pero una mayor mortalidad
en la misma patologia. Imagen modificada de (GLOBOCAN, 2022)

En México, con 480,838 casos nuevos y 102,064 muertes en el 2020, el cancer de
prOstata se sitla como la segunda neoplasia con mayor incidencia en toda la
poblacion y la primera en hombres, ademas de ser la segunda causa de
mortalidad por cancer en la poblacién por debajo del cAncer de mama (Figura 10)

(International Agency for Research on Cancer, 2022).
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Incidencia y mortalidad en 2020, distintos tipos de cancer, México

Mama

Prostata
Pulmén
Colorrectal
Cuerpo uterino
Cervix uterino
Tiroides
Linfoma
Leucemia

Melanoma de piel

ik

10 20 30 40 50 60

ASR por 100,000 personas ) o

o

Figura 10. Incidencia y mortalidad de distintos tipos de cancer en México. Se observa la incidencia y la
mortalidad de diferentes tipos de cancer en México en ambos sexos. El cancer de prostata ocupa el puesto
namero dos en incidencia y en mortalidad en México. Imagen modificada y extraida de (GLOBOCAN, 2022).

2.3 Etiologia y factores de riesgo

La etiologia del cancer de préstata es sujeto de numerosos estudios y sigue
siendo desconocido en gran medida (Rawla, 2019). Como en otros tipos de
cancer, el cancer de prostata se desarrolla a través de la acumulacion de cambios
genéticos y epigenéticos, que dan como resultado la inactivacion de genes
supresores de tumores y la activacion de oncogenes. Existe evidencia que indica
que la inestabilidad genética facilita la progresion tumoral. Aunque esos cambios
genéticos y epigenéticos pueden ayudar a explicar el “cdmo” se desarrolla el
cancer de prostata, la pregunta clave del “porqué” surge esta patologia sigue
siendo objeto de estudio (De Marzo et al., 2007). Entre los factores de riesgo mas
consistentes para el desarrollo del cancer de prostata se encuentra la edad
avanzada, el origen étnico, los factores genéticos y los antecedentes familiares, la
dieta, la obesidad junto con la inactividad fisica, la inflamacién, la hiperglicemia,
infecciones y exposicion ambiental a productos quimicos y radiacion ionizante (De
Marzo et al., 2007; Rawla, 2019).
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2.3.1 Edad

El cancer de prostata es la neoplasia maligna mas comunmente diagnosticada
entre hombres de edad avanzada. Su diagndstico no es comun en hombres
menores a 55 afos (Hussein et al., 2015), sin embargo, se ha observado que el
riesgo al desarrollo de cancer de prostata incrementa a partir de los 50 afios,
siendo los 65 afios la edad media de diagnéstico; por lo tanto, a mayor edad el
riesgo a desarrollar cancer de prostata incrementa (Grozescu T, Popa F, 2017;
Rawla, 2019). De hecho, mientras mayor sea la edad el riesgo a ser diagnosticado
con cancer de préstata de alto riesgo aumenta y la tasa de supervivencia de los

pacientes disminuye (Perdana et al., 2016).

2.3.2 Origen étnico

La prevalencia del cancer de prostata varia mucho entre los diferentes grupos
étnicos. Esta variabilidad ha sido asociada tanto a condiciones socioeconémicas
como a factores bioldgicos. Los hombres afroamericanos tienen una mayor
incidencia y mortalidad de desarrollar esta neoplasia a comparacion con su
contraparte caucéasica. Diferentes estudios han asociado a las variantes del
cromosoma 8924 y a las variaciones en genes como EphB2 y BCL2 como factores
de predisposicién genética en afroamericanos para desarrollar cancer de prostata
de alto riesgo. Por otra parte, en hombres con descendencia asiatica se observa
una menor incidencia, asociada no solo con predisposicion genética sino también
con la dieta, el estilo de vida y los factores ambientales (Perdana et al., 2016;
Rawla, 2019).

2.3.3 Factores genéticos

Datos epidemiol6gicos muestran que los antecedentes familiares de cancer de
préstata aumentan significativamente el riesgo de que se pueda desarrollar la
patologia. Cerca del 5-10% de los casos de cancer de prostata son hereditarios y
muestran un patréon de herencia mendeliano (Hussein et al., 2015). Se ha
propuesto que puede existir un componente hereditario para el desarrollo de esta
neoplasia, pudiendo atribuirse hasta un 40% de los casos a factores genéticos

(Perdana et al., 2016).
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2.3.4 Estilo devida

Una dieta alta en grasas saturadas, carnes rojas, calcio, vitamina D, productos
lacteos, y bajos niveles de antioxidantes se han relacionado con un aumento en el
riesgo para el desarrollo del cancer de préstata (Rawla, 2019). Por otro lado, el
consumo de tomates (como fuente de licopenos), soya, té verde y vitamina E ha
presentado una asociacién inversa entre su consumo Yy el riesgo a desarrollar
cancer de préstata (Dehm & Tindall, 2019); en general, una dieta mediterrdnea se
ha relacionado con una menor incidencia en el desarrollo del cancer de proéstata y
del cancer de prostata de alto riesgo (Schneider et al., 2019). Asimismo, se ha
establecido una asociacién entre la obesidad y el desarrollo del cancer de
prostata, debido principalmente a la baja prognosis y a su dificultad para ser
detectado (los hombres obesos presentan un menor nivel de PSA) (Perdana et al.,
2016). Por otro lado, aunque no existe evidencia clara de cémo el tabaquismo
pudiese favorecer el desarrollo del cancer de préstata, este se ha vinculado con
una mayor mortalidad para este tipo de cancer (Huncharek et al., 2010; Rawla,
2019). Por ultimo, se ha reportado que hay relacion significativa entre el consumo
de alcohol y el desarrollo de cancer de prostata de alto riesgo (Fillmore et al.,
2009; Rota et al., 2012).

2.4 Sintomas

Los sintomas del cancer de prostata, descritos previamente como sintomas del
tracto urinario inferior, pueden incluir disfuncion eréctil, sangre en el semen, dolor
en la parte baja de la espalda o la cadera, problemas urinarios o agrandamiento
de la préstata. ElI agrandamiento de la préstata puede provocar obstruccién con
flujo reducido, dificultad para un vaciado completo de la vejiga, goteo posterior a la
miccién o incluso retencién, sangrado en la orina o el semen, dolor al orinar o
infeccion (Merriel et al., 2018). Es importante sefialar que muchos hombres con
cancer de prostata son asintomaticos hasta que el tumor ha progresado, y los
sintomas comunes tienen un cruce significativo con condiciones benignas que
afectan la préstata como lo es la BPH y prostatitis, asi como otros trastornos que

surgen de otras partes del sistema urinario por lo que es necesario realizar
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examenes y pruebas estandar para hacer un diagnéstico mas apropiado (James,
2014; Merriel et al., 2018).

2.5 Diagndstico

El diagndstico del cancer de prostata no puede ser realizado con una sola prueba.
Los métodos de diagndstico actuales se basan principalmente en el analisis
de sangre del PSA como test de deteccién temprana, complementado mediante el
tacto rectal y seguido de una biopsia guiada por ecografia transversal (TRUS)
(Litwin & Tan, 2017; Merriel et al., 2018). Sin embargo, el diagndéstico definitivo es
hecho después de realizar una biopsia y una estudio histolégico (Nguyen-Nielsen
& Borre, 2016). El diagndstico de cancer de préstata se realiza a pacientes que
presenten sintomas del tracto urinario inferior o en pacientes después de una
prueba de deteccién de PSA (Merriel et al., 2018).

El PSA es el Unico biomarcador utilizado hoy en dia en la deteccién y el
diagndstico del cancer de prostata, asi como en el seguimiento de la progresion de
la enfermedad y la eficacia del tratamiento (Nguyen-Nielsen & Borre, 2016). Los
valores tipicos de PSA pueden variar segun la edad y otros factores individuales,
pero generalmente, niveles de PSA por debajo de 4 ng/mL se consideran
normales mientras que niveles de PSA por encima de 4 ng/mL pueden ser
indicativos de CaP, sin embargo, estos valores no son definitivos por si mismos
(Uhr et al., 2020). Cuando los niveles de PSA estan en lo que se conoce como la
"zona gris", es decir, entre 4 y 10 ng/mL, el diagnoéstico suele ser ambiguo e
inespecifico, ya que no hay una correlacién que determine si el aumento del PSA
se debe a condiciones benignas (BPH, prostatitis, eyaculacion) o a la presencia de
CaP (Merriel et al., 2018). De hecho, se estima que el PSA es incapaz de detectar
alrededor de un 25-30% de pacientes con cancer de prostata con PSA entre 2.6 y
4.0 ng/mL, ademas de que este método de deteccidn no es lo suficientemente
sensible para detectar el cancer de préstata en un estadio temprano y algunos
tumores agresivos (Savon Moiran, 2019).

A pesar de todas las limitaciones mencionadas anteriormente, el PSA sigue siendo
una herramienta valida para la deteccién del cancer de préstata junto con otras

herramientas como el tacto rectal digital, que combinadas, son consideradas el
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pilar de la practica clinica (Naji et al., 2018). El examen de tacto rectal consiste en
la exploracion fisica de la prostata con la finalidad de buscar anormalidades en la
zona al detectar bultos, ensanchamientos o cambios en la rigidez de la prostata
asociado a cancer de préstata (James, 2014). Al igual que el examen de PSA, el
tacto rectal también tiene sus limitaciones pues este presenta una sensibilidad y
especificidad baja para el diagndéstico del cancer de préstata (Savon Moiran, 2019)
lo que conduce a pruebas diagndésticas invasivas innecesarias como las biopsias,
gue pueden provocar dolor, disfuncion eréctil e incontinencia urinaria, asi como el
sobrediagndstico y el sobretratamiento del cancer de prostata (Naji et al., 2018). A
pesar de las limitaciones, un examen de tacto rectal puede indicar si se
recomienda una biopsia de préstata a un paciente, especialmente en los casos

mas agresivos (James, 2014).

Una vez teniendo la sospecha de cancer de prostata evidenciado por una prueba
de PSA elevado y un tacto rectal anormal suele realizarse una biopsia de la
glandula prostatica. La biopsia transrectal guiada por ecografia es considerada el
estandar para el diagnostico de esta enfermedad (Litwin & Tan, 2017). A través de
los videos e im&genes generados por la ecografia es posible localizar el sitio del
tumor y extraer una parte de tejido especificamente sospechoso que
posteriormente serd analizado mediante pruebas patolégicas (James, 2014). Es
importante recalcar que este método puede causar efectos secundarios que
incluyen sangrado, dolor e infeccion, entre otros (Ahmed et al., 2017). En conjunto,
una biopsia combinada con ecografia transrectal permite establecer el diagnéstico

del cancer de prostata, el grado de tumor y prondéstico de la enfermedad.

Ademas, existen otras técnicas que pueden ser utilizadas para apoyar al
diagnéstico del cancer de préstata previo a la realizacion de una biopsia como lo
es la resonancia magnética multiparamétrica (mpMRI) (James, 2014). Este
método permite obtener imagenes en diferentes angulos de la préstata que
proporcionan informacion sobre la anatomia del tejido, caracteristicas de este,
volumen prostatico, celularidad y vascularizacion sin la necesidad de una biopsia
previa. El uso de mdltiples secuencias (imagenes) de resonancia magnética en la

préstata permite una estimacion mas precisa del riesgo de enfermedad
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clinicamente significativa, reduciendo el sobrediagndstico de la enfermedad y el

uso de biopsias innecesarias (Ahmed et al., 2017; James, 2014).

Ademas del PSA, existen otros examenes de deteccidn temprana que contintan
en investigacion como phi y 4Kscore (biomarcadores derivados del PSA) que
contemplan y combinan los resultados del PSA sérico total, PSA libre, proPSA Yy la
calicreina humana 2 (KLK2). También se encuentran los examenes donde se
evalla el antigeno prostatico 3 (PCA3) o el gen de fusion TMPRSS2-ERG. Estos
altimos examenes son evaluados en muestras de orina recolectadas después de
un examen rectal digital, ya que algunas células de la prostata se desprenden y se
liberan en la orina durante el examen (Schatten, 2018).

Estas nuevas tecnologias, lejos de excluir a las ya existentes (como el PSA o el
tacto rectal digital), pueden ayudar a brindar al médico un mejor perfil sobre la
enfermedad, lo que permite llevar a cabo un diagnostico mas certero y tener un

mejor pronostico brindando mejores opciones terapéuticas al paciente.
2.6 Clasificacion

El esquema de clasificacion mas ampliamente aceptado para el adenocarcinoma
de proéstata es el desarrollado por Donald Gleason entre los afios 1966 y 1974
(Helpap & Egevad, 2009; Shah & Zhou, 2016). Este sistema de clasificacion ha
sufrido modificaciones a lo largo de los afios, siendo la dltima modificacién en el
afio 2014 por la Sociedad Internacional de Patologia Urolégica (ISUP) (Shah &
Zhou, 2016).

En general, el método consiste en clasificar los patrones histolégicos por el grado
de diferenciacién glandular y el patron de crecimiento del tumor en el estroma
prostatico. El grado Gleason establece cinco patrones histolégicos nombrados del
1 al 5. Por convencion, el proceso consiste en realizar una biopsia prostatica con
ayuda de una ecografia transversal para obtener de 10 a 12 muestras de tejido
(Litwin & Tan, 2017). Un patdlogo examina estas muestras y dado que en el
analisis histolégico generalmente abarca dos o mas patrones Gleason, el clinico
emite un grado Gleason primario para el patrén histolégico predominante y un
grado secundario para el patron mas prevalente después del predominante.

Finalmente, estos patrones son sumados para obtener el valor final que es
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denominado puntaje Gleason. En aquellos casos con un solo patréon, este se

multiplica por dos para obtener el puntaje Gleason (Chen & Zhou, 2016).

A continuacién, se describe brevemente la asignacion de los patrones descritos

por Gleason y se representan en la Figura 12 (Humphrey, 2004).

Gleason 1: Este es un patrén raro de crecimiento caracterizado por acinos
redondos u ovalados muy bien diferenciados de tamafio mediano,

uniformes y compactos.

Gleason 2: Este patron bien diferenciado forma masas menos definidas que
no estan tan circunscritas como el patron 1. Hay una mayor presencia de

estroma que separa los acinos y estos son menos redondeados.

Gleason 3: Este es el patron de crecimiento mas comudn del
adenocarcinoma prostatico. Se distingue por tener una extension irregular,
acinos pequefios a muy pequefios y formaciones glandulares alargadas,
grandes y angulares. Este patron a su vez se compone de subpatrones: 3A,
3B, 3C. 3A se caracteriza por glandulas individuales infiltrantes de tamafio
mediano, de forma y espaciamiento irregular, generalmente con separacion
estromal amplia; 3B es practicamente igual a 3A excepto por que las
glandulas son de tamafio menor; 3C se compone de cilindros o conductos
expandidos con masas de tumor cribiforme o papilar. Debido a que no se
ha demostrado una diferencia en la agresividad de estos tres subpatrones
no es necesario diferenciarlos durante el andlisis histolégico, no obstante, la
presencia de estos subpatrones ayuda al reconocimiento del patrén 3 en

general.

Gleason 4: Este patron es considerado un crecimiento de carcinoma de alto
grado y muy poco diferenciado, con masas irregulares infiltrantes. Los
arreglos celulares pueden fusionarse en forma microacinar, cribiforme o

papilar.

Gleason 5: Este es el patrén de crecimiento menos diferenciado. Puede
presentarse en dos formas: 5A y 5B. No hay necesidad de diferenciar entre

el patron 5A o 5B, la distincion es Unicamente para el propoésito del
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reconocimiento del patron 5 en el diagnostico. 5A contiene masas lisas
redondeadas, cordones o cilindros de carcinoma con necrosis tipicamente
central rodeada de masas papilares cribiformes o solidas de carcinoma. 5B
se compone de masas y laminas irregulares de células de adenocarcinoma

anaplasico, con muy poca diferenciacion.

Aunque se puede obtener un valor de puntaje Gleason entre 2 y 5, estos no se
asignan y, de hecho, los patrones 1 y 2 son muy poco practicos en la clinica
debido a la ambigliedad del tejido por lo que el patron de Gleason en la practica
contempordnea comienza con el patron 3 y el puntaje de Gleason en el valor 6
(Shah & Zhou, 2016). Segun el nuevo sistema de clasificacion Gleason propuesto
en 2014, un puntaje 6 abarca tumores de grado 1, el puntaje 7 (3+4=7) es grado 2,
el puntaje 7 (4+3=7) es grado 3, el puntaje Gleason 8 es grado 4 y los puntajes
Gleason 9 0 10 son grado 5 (Chen & Zhou, 2016).

H

Figura 12. Esquema de clasificacion Gleason para el cancer de prdstata. Se representan los cinco
patrones de crecimiento descritos por Gleason en 1966. Imagen extraida de (Shah & Zhou, 2016).
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2.7 Tratamiento

El tratamiento del cancer de prostata depende del grado del tumor, el estadio y la
edad. El tratamiento puede variar desde la vigilancia activa hasta una combinacion
de cirugia, quimioterapia, radiacion y/o terapia de privacion de andrégenos. En
pacientes diagnosticados con enfermedad localizada y de bajo riesgo, el abordaje
de eleccion es la vigilancia activa, la cual consiste en la realizacion periodica de
pruebas de PSA, examenes fisicos, biopsias de préstata o una combinacion de
estos para monitorear la progresion de la enfermedad, con la finalidad de realizar
una intervencion mayor en aquellos que desarrollen una enfermedad significativa
(Litwin & Tan, 2017). El manejo con vigilancia activa puede ser una alternativa
para reducir la frecuencia de resultados adversos que representa el tratamiento
activo inmediato para hombres con cancer de préstata de bajo riesgo que
probablemente nunca experimenten sintomas relacionados con el cancer (Garisto
& Klotz, 2017; Tosoian et al., 2011).

El tratamiento de la enfermedad localmente avanzada y de alto riesgo consiste en
cirugia, que incluye prostatectomia radical seguida de linfadenectomia pélvica.
Este método puede ayudar a reducir la mortalidad, riesgo de metastasis y la
progresién local de cancer de prostata (F. Chen & Zhao, 2013). Como terapia
posterior a la prostatectomia radical se utilizan diferentes tipos de radioterapia. La
braquiterapia es un tipo de radioterapia que esta indicada en pacientes con
enfermedad de bajo riesgo o riesgo intermedio, mientras que la radioterapia de
haz externo generalmente es utilizada en pacientes con enfermedad local de alto
grado (Evans, 2018).

Los pacientes que recaen después de la prostatectomia son sometidos a una
terapia de privacion de andrégenos para la recaida local, o a una terapia de
privacion de andrégenos combinada con quimioterapia o nuevos agentes dirigidos
a la sefalizacion de androgenos para la recaida sistémica (Nordeen et al., 2021).
Los androgenos, en particular la testosterona y la dihidrotestosterona, son
hormonas masculinas capaces de unirse al receptor de andrégenos (AR),
mecanismo esencial de mantenimiento de la fisiologia de la préstata. En el cancer,
la unién de los andrégenos al AR promueve la supervivencia y crecimiento de las

células del cancer de préstata, por lo que la supresion en la sintesis o sefalizacion
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de los androgenos (bloqueo del receptor) representan una terapia de gran utilidad
para este tipo de cancer (C. Dai et al., 2017). Los farmacos utilizados en la terapia
de privacion de andrdgenos suelen ser analogos de la hormona liberadora de
gonadotropina (agonistas de la hormona liberadora luteinizante (LHRH),
antagonistas de LHRH e inhibidores del citocromo p450) y antiandrégenos, que

bloquean la sefalizacion androgénica (Evans, 2018).

La quimioterapia no es el tratamiento principal para el cancer de prostata, a
diferencia de la mayoria de los tumores sélidos, sin embargo, esta ha demostrado
eficacia mediante el uso de docetaxel y cabazitaxel. Estos farmacos actian
previniendo la despolimerizacién de la tubulina logrando una disminucion en la
division celular y finalmente muerte celular (Nevedomskaya et al., 2018; Quinn et
al., 2017).

A pesar de los esfuerzos por describir los mecanismos que conllevan al desarrollo
y progresion de la enfermedad, se conoce poco sobre el papel de los

componentes del microambiente tumoral como las plaquetas.
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3. PLAQUETAS

3.1 Generalidades

Las plaguetas o trombocitos son células sanguineas anucleadas que derivan de
los megacariocitos, tienen forma de disco biconvexo y un tamafo de entre 2 a 4
pum. Estas células tienen como funcion principal el mantenimiento de la hemostasis
(Holinstat, 2017). Las plaguetas representan el segundo tipo celular mas
abundante en la sangre después de los eritrocitos y provienen principalmente de
los megacariocitos de médula espinal (Grasso et al., 2020; Holinstat, 2017; Maurer
& Ferrari de Andrade, 2020; Melchinger et al., 2019a), sin embargo, se ha
reportado que los megacariocitos de pulmdén también pueden producir plaquetas,
aungue aun se desconoce por qué se producen en este Ultimo 6rgano o si su

produccion ahi tiene alguna funcion en especifico (Lefrancais et al., 2017).

En circulacion las plaquetas tienen una vida media de 7 a 10 dias y un adulto sano
tiene un recuento plaguetario en un rango de 150,000-450,000 plaquetas por
microlitro de sangre, aunque estos valores varian con la edad y el estado de salud
(Anvari et al., 2021; Melchinger et al., 2019b). Estudios estiman que las plaquetas
son renovadas a una velocidad de 35,000 plaquetas por microlitro por dia y que un
megacariocito es capaz de producir 1000 plaquetas aproximadamente (Melchinger
et al., 2019b; Rodriguez-Martinez et al., 2022).

Las plaguetas presentan en su citoplasma tres tipos de granulos de secrecién
heredados de su célula precursora: granulos densos, granulos a y lisosomas. Los
granulos densos contienen en su interior ADP, ATP, fosfato inorganico,
polifosfatos, serotonina y calcio, entre otros elementos (Yun et al., 2016). Los
granulos a son reservorios de proteinas que van desde factores de crecimiento y
citocinas hasta moléculas de adhesion (P-selectina) o receptores que utiliza la
plagueta para interactuar con otras células (GP llb/llla) (Schlesinger, 2018). Los
lisosomas contienen elastasas y otras proteinas que facilitan la degradacion de la
matriz extracelular, ademas de crear un ambiente acido que favorecera la accion
de estas enzimas (Holinstat, 2017). Ademas de dichos granulos de secrecion, las
plaguetas contienen mitocondrias, diferentes tipos de RNA (rRNA, mRNA,

mMiRNA), un espliceosoma y una maquinaria de traduccion de proteinas. Estos
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componentes son precargados del megacariocito a la plaqueta durante la
biogénesis plaquetaria y son necesarios para la integridad celular (Gonzalez-
Villalva et al., 2019; Varkey & Nicolaides, 2021; Yun et al., 2016).

Historicamente las plaquetas fueron ignoradas y denominadas por mucho tiempo
“‘polvo celular” (Garraud & Cognasse, 2015), no obstante, el estudio de las
plaguetas ha emergido recientemente y ha ganado interés debido a su
participacion en otros procesos fisioldgicos vy fisiopatologicos, incluido el cancer
(Holinstat, 2017; van der Meijden & Heemskerk, 2019; Varkey & Nicolaides, 2021).

3.2 Plaquetas y cancer

Las plaquetas tienen un papel activo en la biologia del cancer y a su vez, estas
son afectadas por el cancer. La interaccion entre plaquetas y cancer fue
observada por primera vez por Trousseau en 1868 cuando describié que la
coagulacion espontanea es comun en pacientes con cancer, lo que indicaba que
las plaquetas circulantes se veian afectadas por el cancer (Anvari et al., 2021;
Varkey & Nicolaides, 2021; Victor & Rose, 1882). Mas tarde, en 1877, Billroth
describié trombos que contenian elementos tumorales y células tumorales
malignas, apoyando la hipétesis de que los trombos eran elementos clave para la
metéstasis (In ‘T Veld & Wurdinger, 2019). Estas dos primeras observaciones han
sido fundamentales para describir los hallazgos que hasta hoy en dia se han
realizado y que apoyan el fortalecimiento del vinculo bidireccional entre plaquetas

y cancer.

En 2010, Zaslavsky y su grupo de investigacion demostré que el numero de
megacariocitos en la médula 6sea aumentaba en respuesta a cancer, hallazgo
gue fue observado también en el conteo plaquetario. Este aumento en el conteo
de megacariocitos y de plaquetas era considerado hasta entonces una respuesta
sistematica para suprimir la respuesta tumoral (Zaslavsky et al., 2010), sin
embargo, ahora se conoce que las células cancerigenas pueden secretar diversos
factores que estimulan e incrementan la produccién de plaguetas lo que lleva al
desarrollo de trombocitemia, o el aumento del numero plaquetario (Anvari et al.,

2021; Maurer & Ferrari de Andrade, 2020). Por otro lado, algunos estudios
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sugieren que las plaguetas son capaces de secuestrar proteinas derivadas de
tumor y almacenarlas dentro de su citoplasma (Klement et al., 2009), teniendo un
papel importante en la comunicacion celular local y distal (Kerr et al., 2014;
Klement et al., 2009). Este mismo fendmeno se ha descrito con miRNAs y
MRNAS, los cuales pueden ser almacenados dentro de vesiculas plaquetarias y
ser exportados cuando las plaguetas son activadas (Liang et al., 2015; Mantini et
al., 2021). Dado estos hallazgos, en recientes afios se ha acufiado el término
“‘plaquetas educadas por tumor” a aquellas plaquetas que han estado en contacto
con células cancerigenas y han modificado su transcriptoma o proteoma (Best et
al., 2015; In 'T Veld & Wurdinger, 2019). El contacto entre plaquetas y células
cancerigenas tiene lugar en el torrente sanguineo una vez que el cancer ha

comenzado a propagarse (cascada metastasica).

3.3 Interaccién célula tumoral-plaqueta

El contacto directo entre las plaquetas y las células cancerigenas en circulacion
puede desencadenar la activacion de vias de sefalizacion en las células
cancerigenas, lo cual podria favorecer la transicion epitelio-mesénquima, el
crecimiento tumoral y la metéstasis en algunos tipos de cancer (Gay & Felding-
Habermann, 2011; Labelle et al., 2014; Maurer & Ferrari de Andrade, 2020). La
metastasis es el proceso de propagacion del cancer y comprende tres etapas
principales (cascada metastasica): la fase de intravasacion, la fase intravascular y
la fase de extravasacion. Se ha sugerido que las plaguetas son capaces de
promover la progresién tumoral en todas las etapas de la metastasis (Gay &
Felding-Habermann, 2011; Johnson et al.,, 2019; Varkey & Nicolaides, 2021)
(Figura 14).
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Plaquetas en todas las fases de la metastasis

Intravasacion y extravasacion Fase intravascular

-Inducen EMT via TGF-B -Proteccién contra el sistema

-Proteoclizan matriz extracelular inmunolégico del hospedero: s X £3 :

mediante metaloproteasas Transferencia de MHCI Anglogene'su y creacion de nicho
-Promueven retraccion endotelial -Bloqueo de receptor de Nk Prematastasico

mediante la liberacion de -Proteccion contra la fuerza del L
eicosanoides flujo sanguineo mediante -Secreta factores proangiogeénicos ,
-Liberan ADP que ayuda a la agregacion alrededor de la célula -Secreta/regula componentes de la matriz
permeabilidad de la membrana cancerigena extracelular

Figura 14. Cascada metastasica mediada por plaquetas. La cascada metastasica comprende
generalmente de tres etapas: la fase de intravasacion donde las células tumorales entran al vaso sanguineo
con ayuda de moléculas liberadas por las plaquetas; la fase intravascular donde las plaquetas se unen a
células cancerigenas mediantes diferentes moléculas de superficie para conferirles proteccién mecénica y
proteccion contra el sistema inmunoldgico del hospedero; y finalmente la fase de extravasacion donde las
células cancerigenas son capaces de salir del vaso sanguineo con ayuda de moléculas liberadas tanto por
ellas mismas como por plaguetas. Imagen obtenida y modificada de (Varkey & Nicolaides, 2021).

3.3.1 Fase de intravasacion

Algunos autores sugieren que las plaquetas promueven la invasién de células
tumorales hacia los vasos sanguineos locales mediante la liberacion de factores
de crecimiento (como TGF-B o IL-8), los cuales pueden inducir la transicion
epitelio-mesénquima y permitir la adhesién de células cancerigenas. La matriz
extracelular es entonces degradada mediante la accion de las metaloproteasas
que pueden ser liberadas tanto por células cancerigenas como plaquetas lo cual
permite la entrada de células cancerigenas al vaso sanguineo (Varkey &
Nicolaides, 2021). Esta degradacion en la matriz extracelular es acompafiada de la
liberacibn de metabolitos eicosanoicos (tromboxanos, prostaglandinas) por parte
de las plaguetas activadas, los cuales facilitan la retraccion de células endoteliales
creando aberturas a través de las cuales las células tumorales pueden pasar. En
adicién, el ADP que es liberado a partir de los granulos de secrecién plaguetarios
contribuyen aumentando la permeabilidad de la membrana basal (Varkey &
Nicolaides, 2021).
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3.3.2 Fase intravascular

En circulacion, se ha sugerido que las plaquetas ayudan y se unen a las células
cancerigenas brindando proteccion mecanica y, ayudando a la evasion del
sistema inmunolégico del hospedero mediante multiples mecanismos. Estudios
sugieren que las plaquetas son capaces de unirse a las células cancerigenas
mediante moléculas de superficie como el factor tisular, los ligandos de P-selectina
o las integrinas GPIlIb/llla lo que desencadena una cascada de activacion
plaquetaria y la formacién de un trombo que ayuda a las céulas cancerigenas a
soportar la fuerza mecanica del torrente sanguineo. Se cree que una vez unidas y
activadas, las plaquetas pueden proteger a las células cancerigenas de las células
Natural Killer (NK) a través de 1) la transferencia del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase | hacia las células cancerigenas por
trogocitosis, lo que lleva a las células cancerigenas a pasar desapercibidas por el
sistema inmunolégico al reconocerse como “propias” (Cluxton et al., 2019; Placke
et al., 2012) y 2) a través de la liberacion o secrecién de diferentes citocinas como
TGFB1 o TNF que pueden modular la expresion de NKG2D, CD96 y CD226 en
células NK, receptores que son capaces de reconocer células cancerigenas
(Cluxton et al., 2019; Kopp et al., 2009). El TGF- que es secretado por las
plaquetas activadas también se cree puede limitar la actividad y las funciones de
las células CD4* y CD8* (Varkey & Nicolaides, 2021; Yu et al., 2021).

3.3.3 Fase de extravasacion

En la fase de extravasacion las células cancerigenas salen del torrente sanguineo.
Se ha sugerido que las plaguetas llevan a cabo un mecanismo similar al que
llevan en la fase de intravasacion. Las plaguetas pueden liberar elementos como
TGF-B y ADP para permitir que las células cancerigenas se adhieran al endotelio
vascular. Cuando las células cancerigenas se unen al endotelio vascular pueden
degradar la matriz extracelular con ayuda de metaloproteasas liberadas tanto por
las mismas células cancerigenas como por las plaquetas activadas y la liberaciéon
de eicosanoides por parte de las plaguetas puede facilitar que las células

cancerigenas pasen través del endotelio vascular. Estos mecanismos pueden
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permitir que las células cancerigenas continiien con su proceso metastasico ahora

en algun tejido distal al tumor primario (Varkey & Nicolaides, 2021).

Debido a la importancia en el estudio de las plaguetas en cancer, es necesario
dirigir la atencion al establecimiento de modelos que permitan estudiar los
mecanismos que median la interaccion entre plaquetas y células cancerigenas,
con el fin de entender cémo las plaquetas pueden ayudar a promover el cancer y
la metastasis y a su vez entender como las plaguetas son influencias y

modificadas por las células cancerigenas.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cAncer de préstata es una de las neoplasias mas comunes que afectan a los
varones en el mundo entero y en México. A pesar de que hoy en dia el cancer de
prostata esta bien caracterizado surgen nuevas interrogantes a los mecanismos
que llevan al desarrollo del cancer y la metastasis, entre ellas, el papel de los

componentes del microambiente tumoral como las plaquetas.

Las plaquetas son células sanguineas que tienen como funcion principal el
mantenimiento de la hemostasia. Sin embargo, se sabe que las interacciones
entre células cancerigenas y plaquetas juegan un papel importante en la
proteccion de las células cancerigenas del sistema inmunolégico del hospedero.
Por otro lado, evidencia sugiere que las plaguetas pueden favorecer la
proliferacion, la propagacion e invasion celular, asi como favorecer la transicion
epitelio-mesénquima en algunos tipos de cancer como mama, pancreas, ovario y
prostata. Sin embargo, los mecanismos moleculares (entre ellos las interacciones
célula-plaqueta) que llevan a la progresion tumoral en cancer de préstata no han

sido totalmente explorados.

La falta de informacién sobre la interaccion entre plaguetas y células de cancer de
prostata se debe a la falta de modelos que permitan estudiar estas interacciones
fisicas. Por lo tanto, el presente trabajo busca desarrollar un modelo de cocultivo
celular para poder estudiar a futuro las interacciones fisicas entre plaquetas y
células de cancer de prostata y de esta manera estudiar los mecanismos que

llevan a la progresion del cancer de prostata y la metéstasis.

32



5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se puede desarrollar un modelo de cocultivo celular entre lineas celulares de
cancer de prostata y plaquetas sin que se vea afectada la viabilidad de las células

cancerigenas?

6. HIPOTESIS

Las plaquetas no alteraran la viabilidad celular, lo que permitiria el establecimiento

de un cocultivo con lineas celulares de cancer de prostata.

7. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y estandarizar un modelo de cocultivo celular entre lineas celulares de

cancer de préstata (LNCaP y PC3) y plaguetas.

7.1 Objetivos particulares

o Obtener las condiciones Optimas para el aislamiento y la purificacion de
plaguetas a partir de muestras sanguineas de individuos sanos, donde la
muestra presente la mayor cantidad de plaquetas sin comprometer su
pureza (contaminacion con células sanguineas).

« Caracterizar a las plaguetas morfoldgica y fisiolégicamente

o Obtener la concentracion adecuada de plaquetas para establecer el
cocultivo celular sin comprometer la viabilidad celular de las células

tumorales.
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8. MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular

Se utilizaron lineas celulares de cancer de préstata LNCaP (ATCC® CRL-1740™)
y PC3 (ATCC® CRL-1435 ™) obtenidas de ATCC (The American Type Culture
Collection). El cultivo se establecié en frascos de 25 cm? mantenido con medio
RPMI 1640 (Corning® 10-040-CM) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Gibco® 16000044). Las células se mantuvieron en incubacién a 37°C con
una atmosfera de 5% de COs..

Las caracteristicas de las lineas celulares utilizadas se describen a continuacion:

e LNCaP (ATCC® CRL-1740™): Células epiteliales adherentes derivadas a partir
de una lesibn metastasica a nodulo linfatico de adenocarcinoma prostatico
humano. Receptor de andrégenos positivo, sensible a andrégenos.

e PC-3 (ATCC® CRL-1435 ™). Células epiteliales adherentes derivadas a partir
de metéstasis 0sea de un adenocarcinoma prostatico de alto grado. Receptor de
andrégenos negativo, independiente de andrégenos.

Estandarizacién del aislamiento de plaquetas

Se extrajeron 6 mL de sangre por venopunciéon en tubos con EDTA (BD
Vacutainer® EDTA 10.8mg). Se probaron diferentes condiciones de aislamiento
reportados previamente en la literatura, variando el tiempo de centrifugado y la
fuerza g. La centrifugacion diferencial permitié separar a la sangre en fases: fase
plasmatica (que a su vez contiene plasma rico en plaquetas y plasma pobre en
plaquetas), fase blanca y fase roja (Figura 15). El plasma rico en plaquetas fue la

fraccidon plasmética de interés para el estudio.
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4¢— Plasma
(55% de la sangre total)

Capa leucocitaria:
leucocitos y plaquetas
(<1% de la sangre total)

Eritrocitos
(45% de la sangre total)

Figura 15. Fases obtenidas tras la centrifugacién de sangre anticoagulada. Las fases que se forman tras
la centrifugacion de la sangre son tres: fraccion plasmatica que a su vez se compone de plasma rico en
plaquetas y plasma pobre en plaquetas; fraccion blanca donde se encuentran leucocitos y plaquetas; y
fraccion roja donde se encuentran los eritrocitos.

Se realizaron dos pasos de centrifugacion. El primer paso de centrifugado se
realizd para formar las fases de la sangre y poder extraer el plasma rico en
plaguetas que se encuentra justo por encima de la fase blanca. El plasma rico en
plaguetas se traspasé a un tubo de 15 mL en condiciones de esterilidad y
posteriormente se llevo a cabo el segundo paso de centrifugado, el cual se realizé
para sedimentar a las plaquetas y formar el pellet plaquetario. El pellet generado
se resuspendié en 1 mL de buffer HEPS (140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 3.8 mM
HEPES, 5 mM EDTA, pH 7.3). Se realiz6 el conteo plaquetario mediante camara

de Neubauer y posteriormente se realizo el registro fotografico.

Los criterios para elegir el método fueron el conteo plaquetario (mayor cantidad de
plaguetas) y la pureza de las muestras de plaquetas (de 1 a 5 células sanguineas

por cada millén de plaquetas (Best et al., 2015)).

Frotis sanguineo y tincion de Wright

Se colocaron 4 pL de la muestra (sangre total, plasma rico en plaquetas con
eritrocitos o plaquetas aisladas) en un portaobjetos para realizar el frotis

sanguineo. Se dej6 secar el frotis durante 3 minutos y se procedid a realizar la
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tincion de Wright. Para fijar a las células se adicion6 metanol (SigmaAldrich®
HPLC Plus, 299.9%) al 100% durante 3 minutos y se retird. Seguido, se adiciono
azul de metileno cubriendo todo el portaobjetos durante 30 segundos y se retird.
Posteriormente, se adiciond eosina Y cubriendo el portaobjetos durante 1 minuto y
se retird. Finalmente, se lavé con abundante agua MQ cuidando de no despegar el
frotis. Se dejo secar y se realizO el registro fotografico de cada una de las

muestras analizadas.

Caracterizacion de plaquetas por marcador de superficie

Se extrajeron 6 mL de sangre por venopuncion en un tubo con EDTA (BD
Vacutainer® EDTA 10.8mg). Se aislaron las plaquetas segun el método
seleccionado previamente (200 g/15 min - 1,000 g/10 min) y se resuspendieron en
1000 pL de buffer HEPS.

En un portaobjetos previamente adicionado con poli-L-lisina (SigmaAldrich®
P4707) se agreg6 en una dilucién 1:20 las plaguetas resuspendidas en buffer
HEPS durante 30 minutos. Seguido, se lavo dos veces con PBS y se adicioné el
anticuerpo primario a-CD41 (abcam® ab134131) en un titulo de 1:100 durante 30
minutos. Nuevamente se lavd dos veces con PBS y se adicion6 el anticuerpo
secundario a-Alexa488 (abcam® ab150077) en un titulo de 1:1000 durante 60
minutos. Finalmente se lavdé dos veces con PBS. El registro fotografico fue

realizado en microscopio de fluorescencia (EVOS® FLc).

Caracterizacion funcional de plaquetas mediante adicién de CaCl2

(Prueba de agregacion plaquetaria)

Se extrajeron 6 mL de sangre por venopuncion en un tubo con EDTA (BD
Vacutainer® EDTA 10.8 mg). Se aislaron las plaguetas segun el método
seleccionado previamente y el volumen obtenido de plaquetas se distribuyé en 5
microtubos. Se realizé una curva a diferentes concentraciones de CaClz: 0.01,
0.02, 0.025 y 0.03 M. La curva de concentraciones se dejo reposar durante 15
minutos y se realizé el registro fotogréafico. El protocolo realizado fue similar al ya

reportado por (Toyoda et al., 2018).
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Ensayos de viabilidad con buffer HEPS

En placas de 96 se sembraron 20,000 células LNCaP por pozo y 8,000 células
PC3 por pozo con medio RPMI 1640 sin rojo de fenol adicionado con SFB al 10%.
Para evaluar el efecto de la exposicion a buffer HEPS se les reemplaz6 el medio
de cultivo por RPMI 1640 sin rojo de fenol suplementado con 0.1% de Charcoal
Stripped Fetal Bovine Serum (CS-FBS) (GibcoTM,12676029) veinticuatro horas
previas al tratamiento. Bajo estas condiciones se realizé el tratamiento con buffer
HEPS a diferentes concentraciones para ambas lineas celulares: 1, 5 y 10%.
Posteriormente, se evalud la viabilidad celular mediante ensayos de MTT [3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolium] (abcam® ab211091) a
diferentes tiempos: 6, 24, 48 y 72 h. Para los ensayos se utilizd una concentracion
de MTT al 50% para cada concentracién y cada tiempo y DMSO al 10% como
control negativo. El medio fue reemplazado por 50 uL de medio sin suero y 50 pL
de MTT por 3 horas a 37°C. Posteriormente, se anadieron 100 uL de SDS para
solubilizar los cristales de formazan formados. La absorbancia se ley6 a 590 nm
en el espectrofotbmetro para microplacas Epoch™ (Biotek, Microplate

Spectrophotometer.

Cocultivo celular

Los cocultivos celulares se establecieron en placas de 6 pozos. En cada pozo se
sembraron 200,000 células LNCaP y 45,000 células PC3 y se dejaron crecer
durante 120 h para alcanzar una confluencia del 60%. Cuando las células
alcanzaron la confluencia, el medio fue reemplazado con RPMI 1640 con 0.1% de
CS-FBS con la finalidad de inhibir la proliferacién celular. Posteriormente, se
aplicé la exposicion a diferentes concentraciones de plaquetas resuspendidas en
buffer HEPS. La cantidad de plaquetas por célula tumoral siguieron las siguientes

proporciones:

Célula Plaquetas
tumoral
1 100
1 200
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1 300

1 400

1 500

Los cocultivos establecidos se realizaron a diferentes tiempos: 24, 48 y 72 h.
Como control positivo se utiliz6 SFB al 10% y como control negativo DMSO al
10%.

Evaluacién de la viabilidad celular en los cocultivos mediante citometria de
flujo

Una vez establecidos los cocultivos y transcurrido el tiempo de exposicion entre
plaquetas y células tumorales se procedié a evaluar la viabilidad de las células
tumorales en los cocultivos mediante citometria de flujo. Para la preparacion de la
muestra se recolectd el medio por separado de cada uno de los seis pozos de la
placa en tubos de 15 mL; importante no desechar dicho medio pues en él van
resuspendidas células no viables que serviran para evaluar la viabilidad celular.
Seguido, se lavo cada uno de los pozos con PBS 1X para retirar exceso de suero
y se traspaso a los tubos donde se recolecté el medio. Las células se separaron
de la placa mediante tripsina y se transfirieron a su tubo correspondiente. Los
tubos con las células y el medio recolectado se centrifugaron a 80 g durante 3
minutos a temperatura ambiente y se deshechd el sobrenadante. El pellet se
resuspendié en 1 mL de PBS 1X adicionado de SFB al 2%. Se realizd otro paso
de centrifugacién a las mismas condiciones (80 g durante 3 minutos) y el pellet
formado se resuspendié en 600-700 pL de PBS 1X adicionado SFB al 2%, el cual
fue transferido a tubos de citometria (Corning™352235, 5 mL). Finalmente, se
adiciond yoduro de propidio para una concentracion final de 10 pg/mL y se dejo
incubando en hielo y obscuridad durante 15 min. Se realizaron las lecturas de las

muestras en citbmetro.

Inmunofluorescencia del cocultivo

Para realizar la inmunofluorescencia se traté una placa de 6 pozos con poli-L-lisina

(SigmaAldrich® P4707) previo al establecimiento del cocultivo. Para el cocultivo se
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sembraron 200,000 células LNCaP y 45,000 células PC3 y se dejaron crecer
durante 120 h para alcanzar una confluencia del 60%. Cuando las células
alcanzaron la confluencia, el medio fue reemplazado con RPMI 1640 con 0.1% de
CS-FBS. Posteriormente las células se trataron con una concentracion de
plaguetas por célula tumoral de 100 y 24 h de exposicion. Tras el tiempo de
exposicion se lavo dos veces con PBS y se adicion6 a-CD41 (abcam® ab134131)
en un titulo de 1:100 durante 30 minutos. Nuevamente se lavo dos veces con PBS
y se adiciond el anticuerpo secundario a-Alexa488 (abcam® ab150077) en un
titulo de 1:1000 durante 60 minutos. Finalmente, se lavd dos veces con PBS y se
adicioné DAPI (Invitrogen™D1306) en una concentracion de 5 uM durante 20 min.

Se realizé el registro fotografico en microscopio de fluorescencia (EVOS® FLc).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de cada ensayo fueron analizados en el software GraphPad
Prism 7(Software GraphPad, Versiéon 5.01, La Jolla, CA, EE. UU.). El analisis
estadistico de los ensayos de viabilidad celular tanto por MTT como por citometria
de flujo se realizaron mediante ANOVA de una via seguido de una prueba de
Dunnet. Los valores de p=<0.05 se consideraron estadisticamente significativos,
donde*=p < 0.05, **=p <0.01, ***=p < 0.001, ****=p < 0. 0001. Para todos los

ensayos se consideré una n=3 con su respectivo triplicado técnico.
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9. RESULTADOS

Estandarizacién del método de aislamiento de plaquetas

Para la estandarizacién del método de aislamiento de plaquetas se recabaron y
evaluaron distintos métodos reportados previamente en la literatura mostrados en
la Tabla 2. El método de eleccién fue aquel que permitié la obtencidén de plaquetas
en mayor nimero y mayor pureza, este ultimo criterio contempla la presencia de
no mas de cuatro células por cada millon de plaguetas (Best et al., 2015). En
general, el procedimiento que se siguid para evaluar cada uno de los métodos
recabados fue similar y so6lo se describiran a continuacion los resultados del

método seleccionado.

El método seleccionado comprende dos pasos de centrifugacién, el primero a 200
X g durante 15 minutos con la finalidad de separar a la sangre en fases (Figura
16A-16B) y el segundo a 1000 x g durante 10 minutos para obtener el pellet
plaguetario a partir de la fase plasmatica donde se encuentra el plasma rico en
plaguetas (Figura 16C-16D). Este método permitié aislar la mayor cantidad de
plaguetas individuales en comparacion con los otros métodos evaluados, como se

observa en el rectangulo rojo de la Tabla 2.

Métodos de aislamiento de plaguetas

Primera centrifugacién Segunda centrifugacion Numero de plaquetas

RFC tiempo (minutos) RFC tiempo (minutos) media DE

120 20 360 20 602167 337729
150 20 900 10 569167 281855
200 10 1550 10 499000 203500
200 15 1000 10 618833 314812
280 10 380 10 381000 88115
350 20 2000 10 556167 235755

RFC: fuerza centrifuga relativa o fuerza g.
DE: desviacion estandar

Tabla 2. Métodos de aislamiento de plaquetas reportados en literatura. Se muestran los diferentes
métodos utilizados para la estandarizacion del método de aislamiento de plaquetas. El recuadro rojo indica el
método seleccionado.
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Proceso de obtencion de plaquetas
A B

=
50 71789815 2008-12 ETORE[R] 5&

Sangre total ) Plaquetas
Sangre total después del primer Plasmarico  gespues del segundo
paso de centrifugacion ~ enplaquetas  yasq de centrifugacion

Figura 16. Aislamiento de plaquetas a partir de sangre total. Imagenes representativas del proceso de
aislamiento de plaquetas. (A) Sangre total obtenida por venopuncién en tubos de 6 mL con EDTA. (B) Sangre
total después del primer paso de centrifugacion. (C) Plasma rico en plaquetas extraido de la fase plasmaética.
(D) Plaquetas aisladas después del segundo paso de centrifugacion (formacion del pellet plaguetario).

Evaluacion de la pureza plaguetaria

Para confirmar la pureza plaquetaria después del tercer paso de centrifugacion del
meétodo seleccionado (Tabla 2), se observé una muestra de las plaquetas aisladas
al microscopio a 40X y se compardé con una muestra de la fase plasmatica
obtenida después del primer paso de centrifugacibn observada también al
microscopio a 40X. Los resultados indicaron la ausencia de células nucleadas y
eritrocitos en la muestra plaguetaria (Figura 17A) cumpliendo con el criterio de
pureza de no mas de 4 células por cada 10 millones de plaquetas (Best et al.,
2015), ademas de observarse plaquetas en abundancia. Por otro lado, los
resultados de la muestra de la fase plasmatica mostraron la presencia de células

nucleadas y eritrocitos (Figura 17B), como se esperaba.

En conjunto, los resultados obtenidos confirmaron que el método de aislamiento
seleccionado fue el adecuado para la obtencion de plaguetas en mayor numero y

en mayor pureza.
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Plaquetas Plaguetas con células sanguineas

Figura 17. Pureza plaquetaria. (A) Observacion al microscopio a 40x de una muestra de plaguetas aisladas
a partir del método seleccionado. Se observa que la muestra de plaquetas no presenta contaminacion con
algun otro tipo de célula sanguinea (B) Observacion al microscopio a 40x de una muestra de plaquetas
contaminadas con células sanguineas (flechas rojas) obtenidas después del primer paso de centrifugacion del
método. Se observa contaminacion aparentemente con eritrocitos y leucocitos.

Frotis sanguineo y tincién de Wright

Con el objetivo de identificar los componentes celulares de la sangre, en particular
de las plaquetas y a manera de caracterizacion citoldgica, se realizdé un frotis
sanguineo a partir de sangre total. El frotis fue tefido mediante una tincion de
Wright, una tincién tipo Romanowsky que permite distinguir la forma, tamafio y
contorno de los eritrocitos, leucocitos y plaquetas, asi como el ndcleo, citoplasma

y granulos de las distintas células presentes en la sangre.

Con la tincién fue posible identificar algunos de los diferentes tipos de células
presentes en la sangre como se muestra en la Figura 17. Se observaron
leucocitos cuyo nucleo y granulos estaban tefiidos de color purpura, eritrocitos
tefidos de color rosa en su totalidad y plaguetas tefiidas de color purpura.
Ademas, fue notable una diferencia entre la densidad celular de eritrocitos
presentes en la muestra de sangre total en comparacion con la densidad de
leucocitos y de plaquetas, colocando a estas ultimas como el segundo tipo celular
de mayor densidad presente en los dos campos observados del frotis sanguineo,

observacion que coincide con lo descrito en la literatura. Estos resultados en
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conjunto indicaron la presencia de plaguetas en las muestras sanguineas y

permitieron, al menos a nivel de andlisis citolégico, una primera caracterizacion.

Frotis sanguineos
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Figura 18. Frotis sanguineos a partir de sangre total. Observacion al microscopio a 40X de dos campos
diferentes de un mismo frotis sanguineo de sangre total tefiido con colorante de Wright (azul de metileno y
eosina Y). Las flechas negras indican los diferentes componentes celulares encontrados: eritrocitos, leucocitos
y plaquetas.

Caracterizacion de plaquetas por marcador de superficie CD41

Una vez aisladas las plaquetas era necesario caracterizarlas mediante algun
marcador de superficie que permitiera confirmar que los componentes aislados
eran en realidad plaquetas. Entre los marcadores de superficie mas utilizados
reportados en literatura se encuentra la integrina GPIIb (antigeno CD41). Esta
proteina estad involucrada en procesos de activacion plaquetaria y funge como
receptor de fibrinbgeno soluble y del factor de Von Willebrand cuando se asocia de
forma no covalente y forma un complejo con otro receptor de superficie, la
integrina  GPllla (antigeno CD61). ElI antigeno CD41 es la proteina
transmembranal mas abundante de megacariocitos y plaquetas, por lo tanto, fue el
marcador de superficie utilizado para la caracterizacion plaquetaria mediante

microscopia de fluorescencia (Figura 19).

Las Figuras 19A-C muestran un acercamiento con el objetivo de 60x de una
muestra de plaquetas marcadas mediante el marcador de superficie CD41. Las

flechas blancas indican la distribucion del marcador de superficie CD41 a lo largo
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de la membrana citoplasmatica de las plaquetas. Posteriormente, se realizd otro
acercamiento extra a la toma de 60x (recuadro punteado e imagenes inferiores,
(Figuras19 D-F)) y se observé de una manera méas detallada cémo el marcador
CD41 se distribuia alrededor de las plaquetas (flechas blancas). Estos resultados
permitieron caracterizar las plaquetas aisladas a partir de muestras sanguineas

obtenidas por venopuncion.

Inmunofluorescencias de plaquetas marcadas por CD41

E
Figura 19. Caracterizacion de plaquetas por marcador de superficie CD41. Se prepard una muestra de

plaquetas aisladas con el protocolo seleccionado y se realizé la inmunofluorescencia con marcador de
superficie CD41. (A-C) Observacion con el objetivo de 60x a una muestra de plaguetas marcadas con el
marcador de superficie CD41. Las flechas blancas indican los sitios en donde el marcador CD41 se distribuye
a lo largo de la membrana citoplasmatica. (A) Toma en campo claro. (B) Plaquetas marcadas con CD41. (C)
muestra la co-localizacion de las plaquetas con el marcador de superficie CD41. (D-F) Aumento del recuadro
punteado en las imagenes A-C. Las flechas blancas indican los sitios en donde el marcador CD41 se
distribuye a lo largo de la membrana citoplasmatica. (D) Toma en campo claro. (E) Plaguetas marcadas con

CDA41. (F) Colocalizacion de las plaquetas con el marcador de superficie CD41.

Caracterizacion funcional de las plaquetas

Para confirmar que las plaquetas aisladas seguian siendo funcionales se realizo
una prueba de agregacion plaquetaria con diferentes concentraciones de CaCla.
Se observo la formacion de un trombo plaquetario desde la concentracion mas
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baja de 10 mM. Cabe mencionar que para esta prueba de agregacion plaguetaria
no se utilizé buffer HEPS para resuspender a las plaguetas pues este inhibe la
activacion plaquetaria; en esta ocasion las plaquetas fueron resuspendidas en
PBS 1X. La presencia de agregacion plaquetaria desde los 10nM hasta la
concentracion maxima utilizada (30 nM) indica una funcionalidad fisiolégica por
parte de las plaguetas. En conjunto, estos resultados confirmaron que las
plaguetas siguen siendo activas fisiologicamente después de aislarlas por el

método seleccionado.

Agregacion plaquetaria inducida por CaCl,

Control 10 20 25 30

[mM] CaClz

Figura 20. Prueba de agregacion plaquetaria. Imagen representativa de una curva de concentraciones de
CaClz (10, 20, 25 y 30 mM). El CaCl: fue adicionado a aproximadamente 1x108 plaquetas por concentracion.
Las flechas blancas indican la formacion del trombo plagquetario. El ensayo muestra que las plaquetas aisladas
son funcionales.

Efecto de Buffer HEPS sobre la viabilidad en lineas celulares de cancer de
préstata

Para determinar si el buffer HEPS, utilizado para resuspender a las plaquetas,
tenia algun efecto sobre la viabilidad de las lineas celulares en estudio (LNCaP y
PC3), estas se expusieron a diferentes concentraciones del buffer y se evalué la
viabilidad celular a diferentes tiempos mediante ensayos de MTT. Como se
observa en la Figura 21 y Figura 22 el buffer HEPS no mostré tener algun efecto
en la viabilidad de ambas lineas tumorales comparado con el control positivo y

control negativo.
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Finalmente, la concentracion elegida fue la de una concentracién de buffer HEPS
al 5% debido a que a esta concentracion en cualquier tiempo y en ambas lineas
tumorales no mostré tener algin efecto en la viabilidad celular. Por lo tanto, de
aqui en adelante el buffer HEPS se utilizé a una concentracion méaxima del 5%.

Viabilidad de la linea celular LNCaP expuesta a buffer HEPS durante 72 h
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Figura 21. Viabilidad de células LNCaP en exposicion a Buffer HEPS. Efecto de la exposicion a diferentes
concentraciones de Buffer HEPS (1, 5, 10%) por 6-72 horas sobre la viabilidad celular por ensayo de MTT. La
comparacion se realizé respecto al vehiculo que corresponde RPMI + SFB 0.1%. Como control negativo se
utilizé DMSO 10%.
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Viabilidad de la linea celular PC3 expuesta a buffer HEPS durante 72 h
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Figura 22. Viabilidad de células PC3 en exposicion a Buffer HEPS. Efecto de la exposicion a diferentes
concentraciones de Buffer HEPS (1, 5, 10%) por 6-72 horas sobre la viabilidad celular por ensayo de MTT. La
comparacion se realizd respecto al vehiculo que corresponde RPMI + SFB 0.1%. Como control negativo se
utilizé DMSO 10%.

Evaluacién de la viabilidad celular en los cocultivos mediante citometria de
flujo

Para evaluar la viabilidad celular de las lineas celulares expuestas a plaguetas se
realizaron ensayos de citometria de flujo. No se midi0 la viabilidad celular
mediante MTT debido a que, al activarse, las plaguetas quedan adheridas a las
células y a los pozos donde se sembraron las células, y no se pueden retirar en su
totalidad. Esto representa un problema técnico en la medicién debido a que las
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plaguetas contienen mitocondrias funcionales que pueden reducir la sal de
tetrazolio (sal de MTT) en formazan (compuesto final color violeta) e interferir en
las lecturas de viabilidad de las lineas celulares. Por lo tanto, fue necesario buscar
otras metodologias como la citometria de flujo.

Se trataron las lineas celulares LNCaP y PC3 con diferentes cantidades de
plaguetas resuspendidas en un maximo de 10% de HEPS durante 24, 48y 72h y
se analizé la viabilidad celular mediante citometria de flujo. Las proporciones
célula-plaqueta utilizados para ambas lineas celulares fueron establecidos a partir
de la literatura consultada y a partir de las concentraciones fisioloégicas de
plaquetas de un individuo sano (150 a 450,000 plaquetas por microlitro). Las
proporciones célula-plaqueta establecidas fueron 1:100, 1:200, 1:300, 1:400 y

1:500, para ambas lineas celulares.

Como se observa en la Figura 23, a partir de las proporciones célula-plaqueta
1:300 se observo un efecto sobre la viabilidad de la linea celular LNCaP, teniendo
un cambio significativo en la proporcion 1:400 y 1:500. La linea celular PC3 se
mantuvo viable a lo largo de todos los radios célula-plaqueta (Figura 24), sin
embargo, los gréficos de citometria de flujo mostraron que existia otra
subpoblacién celular a partir de la proporcién 1:300 hasta la proporcion 1:500 a las
24h (Figura 25A) que, segun la literatura, podria deberse a que las células se
encontraban en un proceso de apoptosis temprana. Por lo tanto, para confirmar
esta observacion se realizaron ensayos de apoptosis en la linea celular PC3
expuestas a plaquetas durante 24h. Como se muestra en la Figura 25B, se
observa que a proporciones altas de plaquetas (a partir de la proporcién célula-
plagueta 1:300) las células PC3 se encontraban en un proceso de apoptosis
temprana, sugiriendo que las plaquetas a altas concentraciones también tienen un
efecto en la viabilidad celular de células PC3. Estos resultados permitieron
determinar la proporcion optima célula-plaqueta de 1:200 para el establecimiento
del cocultivo.
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Viabilidad de la linea celular LNCaP expuesta a diferentes proporciones de plaquetas
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Figura 23. Viabilidad celular de células LNCaP expuestas a plaquetas. Se muestra el efecto sobre la
viabilidad celular de células LNCaP expuestas a diferentes proporciones de plaquetas durante 24, 48 y 72h.
Se utilizé como vehiculo Buffer HEPS al 10% y como control negativo DMSO. Se observa una disminucion en
la viabilidad celular dependiente del tiempo y de la proporcién célula-plagueta.
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Viabilidad de la linea celular PC3 expuesta a diferentes proporciones de plaquetas
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Figura 24. Viabilidad celular de células PC3 expuestas a plaquetas. Se muestra el efecto sobre la
viabilidad celular de células PC3 expuestas a diferentes radios de plaguetas durante 24, 48 y 72h. Se utilizé
como vehiculo Buffer HEPS al 10% y como control negativo DMSO. No se observa un descenso en la
viabilidad celular en ningdin tiempo ni en ninguna concentracion evaluada.
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Ensayos de viabilidad por citometria de flujo

Control Plaquetas (1:200) Plaquetas (1:500)
A < 3 _ 10K = z i 10K = F e, i
800 = 800 — 800 —
800 = @00 = 800 =
<
8 an an an
0
00 | 00 < 00 —
8 T T 15 T T D T T T T T L T T T T T
0 200 400 800 80D 10K L] 200 400 800 800 10K 0 200 400 800 80D 10K
.
o
FSC-A
A o+ Viables No viables 800 o Viables No viables Ll Viables No viables
98.6 % 1.39% 99.1 % 0.87% 96.9 % 3.10%
150 =
400 = 400
’r
g 100 =
— —_ |
o
o 200 o 200 =
50
0 . 0 0 Y sk
IDn W‘ W2 |rl:i W4 Il]n W‘ \D2 |rl:i \04 H]n W‘ IDZ lrl:l |n4
.
L
7-AAD-A PI
Ensayos de apoptosis por citometria de flujo
A Control Plaquetas (1:200) Plaquetas (1:500)
i | NECROSIS APOPTOSIS TARDiA NECROSIS APOPTOSIS TARDIA 1+ | NECROSIS APOPTOSIS TARDIA
=g 0% . 0.2% 2.7% —= 0.8% UL 3%
+ +
= =3
o s . z 2 5 o ] g
™ 3 VIABLES | APOPTOSIS TEMPRANA VIABLES .'.APOPTOSF'S‘ TEMPRANA — S viaBLES 1S TEMPRANA
1 93.8% " . .2.9% 95.3% . 1.8% 3 83.3% " 13%
] % o
=
o
7

AnnexinV FITC

Figura 25. Las plaquetas inducen apoptosis temprana en células PC3. (A) Grafico de citometria de flujo
que muestra la formacion de una subpoblacién celular (recuadro negro) en la proporcion célula-plaqueta de
1:500, lo que aparentemente podria estar indicando apoptosis temprana en las células PC3 expuestas a
plaquetas. (B) Ensayos de apoptosis en células PC3 que muestra que en la proporcion célula-plaqueta 1:500

existe apoptosis temprana en células PC3 expuestas a plaquetas durante 24h.
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Inmunofluorescencia del cocultivo de plaquetas con lineas celulares de
cancer de préstata

Una vez establecido el cocultivo celular se realizaron inmunofluorescencias del
cocultivo con el fin de poder observar las interacciones entre las plaquetas y las
células tumorales en estudio (células LNCaP y PC3). Segun la literatura, las
plaguetas se unen a las células tumorales a través de receptores de superficie
brindandoles proteccion mecéanica contra el flujo sanguineo y proteccion contra el
sistema inmunoldgico del hospedero. Esta interaccion y union entre plaquetas y
células pudo observarse en el cocultivo establecido a partir de las 24 h en una
concentracion de 100 plaquetas por cada célula tumoral. La interaccion se dio

tanto en células LNCaP como en células PC3 (Figura 26; Figura 27)

En la Figura 26A se observa la imagen el cocultivo de células tumorales LNCaP y
plaguetas. En esta se observan algunas plaguetas adheridas a la superficie de la
membrana citoplasmatica de las células tumorales (flechas blancas), como lo
reportado en la literatura. En la Figura 26B se observan los nucleos de las células
LNCaP tefidas con DAPI. En la Figura 26C se observan las plaquetas marcadas
con el anticuerpo anti-CD41 que coincide con aquella inmunofluorescencia
realizada para la caracterizacion plaquetaria (Figura 19). Finalmente, en la Figura
26D se observa la colocalizacion de las tres imagenes tomadas con diferentes
longitudes de onda. Como se puede observar, las plaguetas rodean a la célula
cancerigena y se unen a ella mediante su membrana citoplasmatica (flechas
blancas). Estos datos muestran evidencia de que existe una interaccion directa y

fisica entre las células cancerigenas y las plaquetas.
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Inmunofluorescencias de cocultivos entre células LNCaP y plaquetas

C

Figura 26. Inmunofluorescencia del cocultivo entre células LNCaP y plaquetas. Se realizé la
inmunofluorescencia de un cocultivo con células LNCaP y plaquetas. Las células tumorales fueron marcadas
con DAPI mientras que las plaquetas fueron marcadas a través del marcador de superficie membranal CD41.
Las fotos fueron tomadas en una escala de 100 um. Las flechas blancas indican las interacciones fisicas de
las plaquetas con las células tumorales.

Resultados similares se observaron en el cocultivo establecido para células PC3
(Figura 27). En la Figura 27A la imagen obtenida mediante luz visible muestra ya
como las plaguetas se unen a la membrana citoplasmatica de las células
cancerigenas. Esta afirmacion se hace mas notoria en la Figura 27D donde se
muestra la misma interaccion con las plaquetas marcadas por su antigeno de
superficie CD41 y los nacleos de las células marcados con DAPI. Ademas, es
importante observar que, al menos en las imagenes obtenidas, hay mayor
cantidad de plaquetas unidas a células PC3 en comparacion a plaquetas unidas a
LNCaP. Las lineas tumorales LNCaP y PC3 provienen de estadios diferentes de la

enfermedad, siendo LNCaP aquella linea celular que presenta aun receptor de
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androgenos y PC3 aquella que lo ha perdido. El receptor de androgenos podria
estar jugando un papel importante en la activacion plaquetaria y en la unién de
estas a la membrana citoplasmética de las células en cuestion. Sin embargo, es
necesario mayor investigacion para poder confirmar que el receptor de

androgenos presenta un papel en la activacion plaquetaria.

Inmunofluorescencias de cocultivos entre células PC3 y plaquetas

Figura 27. Inmunofluorescencia del cocultivo entre células PC3 y plaquetas. Se realizé la
inmunofluorescencia de un cocultivo con células LNCaP y plaquetas. Las células tumorales fueron marcadas
con DAPI mientras que las plaquetas fueron marcadas con el marcador de superficie membranal CD41. Las
fotos fueron tomadas en una escala de 100 um. Las flechas blancas indican las interacciones fisicas de las
plaquetas con las células tumorales.
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10.DISCUSION

En este estudio se desarroll6 y se estandarizé un modelo de cocultivo celular entre
lineas celulares de céancer de préstata (LNCaP y PC3) y plaquetas. En afios
recientes las plaquetas han ganado gran interés en el campo del cancer y de la
metastasis. Se ha sugerido que las interacciones entre las plaquetas y las células
cancerigenas circulantes pueden promover la metastasis en diferentes tipos de
cancer (Best et al., 2015; Diaz-Blancas et al., 2022; Johnson et al., 2019; Yang et
al., 2024). A pesar de la importancia de las plaquetas en el cancer, el desarrollo de
modelos que permitan estudiar las interacciones de las células cancerigenas con
plaguetas ha sido poco explorado, siendo este trabajo uno de los primeros en
abordar el desarrollo de un modelo para el estudio de las interacciones plaqueta-

célula en cancer de prostata.

Para el desarrollo del modelo de cocultivo se tomaron en cuenta variables como el
aislamiento de plaquetas, la caracterizacion morfolégica y fisiolégica de las
plaguetas vy, el efecto sobre la viabilidad de las lineas celulares en exposicion al

vehiculo en donde las plaguetas son resuspendidas (buffer HEPS).

El aislamiento de plaquetas se realizé mediante centrifugacién diferencial debido a
gue es el método mayormente reportado para este fin (Best et al., 2015; Garofano
et al., 2023; Jin et al., 2023; Levoux et al., 2021; Rodriguez-Martinez et al., 2022).
El uso de esta metodologia permite separar los componentes sanguineos y
permite obtener el plasma rico en plaguetas. Si bien los resultados obtenidos
muestran una cantidad similar de plaguetas aisladas (Tabla 2), nuestros criterios
de eleccion del método de centrifugacién se basaron en lo reportado por (Best et
al., 2015), en donde la contaminacion por otras células sanguineas en las muestra
de plaquetas aisladas es de solo 4 células sanguineas por cada millon de
plaguetas. Ademas, nuestra eleccion del método de centrifugacion para el
aislamiento de plaquetas estd en linea con los métodos reportados en otros
trabajos donde se estudian las interacciones de las plaguetas con otros tipos
celulares (Levoux et al., 2021), incluidas células cancerigenas (Garofano et al.,
2023; Rodriguez-Martinez et al., 2022).
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La caracterizacion de las plaquetas se realizO para validar la presencia de
plaguetas en las muestras sanguineas. Algunos trabajos como el de (Rodriguez-
Martinez et al., 2022) reportan el aislamiento y posterior marcaje de plaquetas con
Vybrant™ DiO Cell-Labeling Solution, un colorante capaz de unirse a los lipidos de
membrana de cualquier célula permitiendo visualizar a las plaquetas mediante
microscopia de fluorescencia o microscopia confocal. Otros trabajos como el de
(Toragall et al., 2023) utilizan CellTracker™ Green para el marcaje de la
membrana lipidica de las plaquetas, permitiendo visualizarlas por técnicas de
microscopia. Sin embargo, el marcaje con estas moléculas de union a lipidos no
valida la presencia de plaquetas ya que puede unirse a los lipidos de cualquier
célula, por lo cual, similar a Lee et al. 2023, en nuestro estudio se utilizé un
anticuerpo dirigido contra la integrina CD41, la cual es una proteina de superficie
gue se expresa exclusivamente en la membrana de plaquetas y de megacariocitos
(Yun et al., 2016). Este anticuerpo nos permitidé visualizar plaguetas mediante
microscopia de fluorescencia, concordando con lo visualizado en otros trabajos
descritos arriba. Los resultados de estas fluorescencias a través del anticuerpo
dirigido contra CD41 respaldan el protocolo seleccionado de aislamiento de

plaguetas.

Por otro lado, fue necesario validar que las plaguetas aisladas eran
funcionalmente activas. En el presente trabajo se utiliz6 CaClz para promover la
activacion y agregacion plaquetaria. Similar a (Toyoda et al., 2018)., en este
trabajo se utilizaron un rango de concentraciones de CaClz para promover la
activacion plaquetaria. Durante la activacién plaquetaria, el CaCl:z es liberado al
citoplasma plaquetario y actla como segundo mensajero promoviendo la
segregacion de granulos que son necesarios para llevar a cabo una hemostasia
primaria (Cheung, H. Y. F. et al., 2023). Este proceso sucede en aquellas
plaguetas que son fisiolégicamente funcionales. Nuestros resultados demuestran
gue las plaguetas aisladas son capaces de agregarse a diferentes

concentraciones de CacClz, por lo tanto, son plaquetas funcionales.

En el desarrollo de un modelo es necesario tomar en cuenta las variables que
podrian alterar el modelo. Como se menciond anteriormente, entre esas variables

se encuentra el vehiculo utilizado para resuspender a las plaquetas (buffer HEPS).
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A diferencia de nuestro modelo, los modelos de cocultivo reportados en algunos
trabajos no describen las variables que pudieran interferir en su modelo de
cocultivo. En nuestro modelo, se caracterizé el efecto que tiene el buffer HEPS
sobre la viabilidad de las células cancerigenas ya que, finalmente el vehiculo
también esta en contacto con las células cancerigenas. Los ensayos de viabilidad
por MTT mostraron que el buffer HEPS no tiene un efecto sobre la viabilidad a lo
largo del rango de concentraciones propuesto, independientemente de la linea
celular. Por lo tanto, seleccionamos una concentracion intermedia de buffer HEPS

de los rangos utilizados.

Uno de los principales objetivos del desarrollo del modelo de cocultivo fue
determinar si las plaquetas tenian un efecto sobre la viabilidad de las lineas
celulares de cancer de préstata. En algunos trabajos donde se presentan modelos
de cocultivo entre plaquetas y lineas celulares (incluidas células cancerigenas) no
reportan cuéles son las proporciones célula-plagqueta utilizados para su estudio ni
tampoco si estos radios tienen algun efecto sobre la viabilidad celular (Garofano et
al., 2023; Rodriguez-Martinez et al., 2022; W. Zhang et al., 2023). En este estudio,
se determind el radio 6ptimo de plaquetas para establecer el modelo de cocultivo
entre plaguetas y células de cancer de préstata y, ademas, se determiné el efecto
sobre la viabilidad de las células cancerigenas. Se utilizaron diferentes
proporciones de plaguetas por cada célula cancerigena variando entre 100, 200,
300, 400 y 500 plaquetas. Estas proporciones fueron determinadas a partir de la
concentracion fisiolégica normal de plaquetas de una persona sana que oscila
entre las 150,000 y las 450,000 plaquetas por microlitro de sangre (Yun et al.,
2016). Las proporciones utilizados de plaquetas van en linea con las proporciones
reportadas en algunos estudios donde si reportan las proporciones célula-
plaqueta, como el de (W. Zhang et al., 2023) en osteosarcoma y el de (Garofano

et al., 2023) en cancer de préstata.

Nuestros resultados de ensayos de viabilidad por citometria de flujo mostraron que
las proporciones de plaguetas superiores a 300 tienen un efecto negativo sobre la
viabilidad celular en LNCaP y no asi para PC3. En un principio se creyé que
quizas estas diferencias en la viabilidad celular estaban relacionadas con las

caracteristicas de las lineas celulares utilizadas. Por un lado, la lineas celular
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LNCaP representa estadios tempranos de la enfermedad y es sensible a los
androgenos (Abate-Shen & de Almeida, 2022), por otro lado, PC3 representan
estadios avanzados de la enfermedad y es independiente de los andrégenos
(Kaighn, M. E. et al., 1979). Estos datos pueden relacionarse con un estudio en
donde se describe que la linea celular PC3 es capaz de promover la agregacion
plaguetaria (TCIPA) mientras que LNCaP no, a menos que el receptor de
androgenos sea bloqueado con bicalutamida. Ese trabajo sugiere que el fenomeno
de TCIPA observado en PC3 podria deberse a la presencia o ausencia del
receptor de androgenos (Rudzinski et al., 2020), sin embargo, aunque en nuestro
trabajo se haya observado que posiblemente la diferencia en la viabilidad de las
dos lineas celulares utilizadas expuestas a plaquetas se deba a las caracteristicas
de las lineas, es necesaria mas investigacion para poder afirmar esta hipotesis. En
un futuro, este modelo de cocultivo podria ayudar a elucidar las diferencias
observadas hasta ahora entre estas dos lineas celulares las cuales representan

estadios diferentes de la enfermedad.

Debido a lo observado en la linea celular LNCaP, se decidi6 en un principio
establecer una relacién de célula:plagueta de 1:200, sin embargo, los gréficos de
citometria de flujo de la linea celular PC3 expuestas a los radios méas altos de
plaguetas mostraban la presencia de otra subpoblacién celular. Se sabe que la
metodologia utilizada para medir viabilidad celular por citometria de flujo con
yoduro de propidio es capaz de medir s6lo apoptosis tardia y la presencia de otra
subpoblacién celular apunté a que quizads la metodologia utilizada no estaba
siendo la adecuada asi que, realizamos ensayos de apoptosis con anexina y
yoduro de propidio para poder diferenciar entre apoptosis temprana y apoptosis
tardia. Los datos de apoptosis mostraron que a partir de la proporcién de célula-
plagueta de 1:300, la linea celular PC3 experimentaba un proceso de apoptosis
temprana. Estos hallazgos terminaron por confirmar que la proporcion de célula-
plaqueta 1:200 era el adecuado para establecer el modelo de cocultivo, en donde
la viabilidad celular en funcion a la exposicion de plaquetas no se ve
comprometida. La proporcion célula-plaqueta establecida de 1:200 concuerda en
la proporcion célula-plaqueta de algunos otros estudios (Rodriguez-Martinez et al.,
2022; W. Zhang et al., 2023).
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Se ha sugerido que las plaquetas pueden interactuar fisicamente con las células
cancerigenas, ademas, se ha sugerido que estas interacciones fisicas entre las
células cancerigenas y las plaquetas pueden promover la metastasis en algunos
tipos de cancer (Anvari et al., 2021; In ’T Veld & Wurdinger, 2019; Oncul & Cho,
2023). Como se esperaba, se observé una mayor interaccion entre la linea celular
PC3 y plaquetas, que podria deberse nuevamente a las caracteristicas intrinsecas
de la célula. Estos resultados son similares a los presentados por (Rodriguez-
Martinez et al.,, 2022), en donde se observa la formacibn de agregados
plaquetarios alrededor de las lineas celulares de cancer de préstata que son
diferentes a las utilizadas en este estudio. Los agregados plaquetarios alrededor
de las células cancerigenas se han observado también en cancer de mama
(Johnson et al.,, 2019), cancer de péancreas (Diaz-Blancas et al., 2022) y
osteosarcoma (W. Zhang et al., 2023). Debido a que el objetivo principal de este
trabajo fue desarrollar un modelo de cocultivo celular entre plaquetas y lineas
celulares de cancer de prostata, no se buscé determinar qué receptores estan
involucrados en la interaccion fisica célula-plaqueta como si lo hace el trabajo de
(Toragall et al., 2023) en lineas celulares de cancer de mama, en donde se
sugiere que el receptor de tromboxano podria ser el que se une a las células

cancerigenas.

Con el desarrollo de este trabajo se busca poder estudiar a futuro estas
interacciones fisicas entre plaquetas y células de cancer de prostata, estudiar
cuales son los receptores involucrados en la interaccion y si algan tratamiento
farmacoldgico, como el uso de antiagregantes plaquetarios, podria mitigar estas
interacciones, similar al trabajo de Johnson et al. en donde demuestran que la
aspirina es capaz de inhibir las interacciones entre lineas celulares de cancer de
ovario y plaquetas e inhibir el proceso prometastasico inducido por las plaquetas
(Johnson et al., 2019). Recientemente se ha acufiado un término denominado
“‘plaquetas educadas por tumor” que son aquellas plaquetas que han estado en
contacto con células cancerigenas y han modificado su transcriptoma o proteoma;
este modelo de cocultivo celular desarrollado podria ayudar a estudiar los proceso
de educacion de plaquetas con el fin de entender como estan siendo afectadas las
plaguetas por las células cancerigenas e incluso, determinar si las plaquetas

educadas por tumor podrian ser utilizadas como herramientas de diagndstico.
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Finalmente, hay que reconocer las limitaciones de este modelo. Al ser este un
modelo in vitro, no se contemplan muchas variables que pudiesen ocurrir en el
organismo por lo cual, el modelo no representa en su totalidad lo que sucede
fisiologicamente. Por tal motivo, es necesario realizar mas investigaciones con el
fin de desarrollar nuevas metodologias que puedan ayudar a estudiar de una

mejor manera las interacciones célula-plagueta.

11.CONCLUSIONES

Se establecid un modelo de cocultivo celular entre lineas celulares de cancer de
préstata y plaquetas en una proporcion 1:200 (una célula tumoral por cada 200

plaguetas).

La exposicibn a altas concentraciones de plaquetas tiene efectos sobre la
viabilidad de lineas celulares de cancer de préstata, sin embargo, no se conocen

los mecanismos que pueden llevar a este resultado.

Aparentemente, las plaquetas interaccionan fisicamente con las lineas celulares

de cancer de prostata estudiadas.

Se necesita mas investigacion para el desarrollo de modelos que estudien las

interacciones de las plaquetas con células cancerigenas.

12. PERSPECTIVAS
Con este modelo se estudiaran las interacciones entre las lineas celulares de

cancer de prostata y plaquetas con el fin de elucidar mecanismos de interaccion
célula-plaqueta en cancer de prostata. Analizar las interacciones fisicas entre
lineas celulares de cancer de préstata y plaquetas en presencia de antiagregantes
plaquetarios con el fin de observar si los antiagregantes pudieran disminuir la

interaccion célula-plaqueta en cancer de proéstata.
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