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1. Introduccion

A nivel mundial, el cancer de prostata se sitiia como el segundo cancer mas frecuente y la
quinta causa principal de mortalidad por cancer en hombres, segin GLOBOCAN (2022).
En México, este cancer destaca como la principal causa de cancer y mortalidad en hombres,
datos de la Secretaria de Salud (2022). Aproximadamente un tercio de los casos evoluciona
hacia formas avanzadas y metastasicas, un fenomeno biologico complejo que marca una
etapa de la enfermedad con tratamiento dificil, limitaciones para la vida y una baja tasa de
supervivencia (Ferlay et al., 2021). En los ultimos afios, se han logrado avances
significativos en la investigacion, diagnodstico y tratamiento del cancer de préstata. Sin
embargo, la aparicion de metéstasis avanzada en pacientes con cancer sigue siendo un
factor determinante en el aumento de la mortalidad. La mayoria de las muertes relacionadas
con el cancer se deben a la enfermedad en fase metastdsica en lugar de a los tumores
primarios (Chitty et al., 2018 & Rebello et al., 2021). Hasta la fecha, no se comprenden
completamente los mecanismos involucrados en la progresion de esta enfermedad.
Recientemente, se ha encontrado que las plaquetas pueden desempenar un papel importante
en la progresion del cancer, y uno de los posibles mecanismos es a través de la activacion
plaquetaria inducida por células tumorales (TCIPA) (Nilsson et al., 2011). Por otro lado,
estudios han demostrado que el consumo de algunos antiagregantes como el acido
acetilsalicilico (ASA), y la metformina (cuya actividad inhibitoria de la activacion
plaquetaria se ha sugerido recientemente), pueden suprimir la metéstasis (Roussel et al.,
2010; Tao et al., 2021; Chang et al., 2022). Por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo
analizar la capacidad antiagregante del acido acetilsalicilico y la metformina sobre la
activacion plaquetaria inducida por células cancerosas en lineas celulares de cancer de
prostata, con la finalidad de abrir oportunidades para enfoques terapéuticos innovadores.

2. Antecedentes

A nivel mundial, segin GLOBOCAN (2022), el cancer de prostata ocupa el segundo lugar
entre los canceres mas comunes y la quinta posicion en términos de mortalidad por cancer
en hombres. En México, el panorama es aun mas preocupante, con una tasa de incidencia
de 42.2 por cada 100,000 habitantes, y de muertes relacionadas con el cancer, alcanzando
68.92 por cada 100,000 habitantes (INEGI, 2024). La prostata es un érgano accesorio
glandular del sistema reproductor masculino, tiene forma de nuez, desempefia una funcion
crucial al producir el liquido seminal que transporta y contiene los nutrientes necesarios
para los espermatozoides. (Mayo Clinic, 2022). No obstante, en hombres de edad avanzada,
esta glandula es propensa al desarrollo de cancer de prostata, surgiendo tipicamente a partir
de los 50 afos y alcanzando su incidencia maxima después de los 65 afios. La patologia se
caracteriza por una desregulacion en el control del crecimiento y en procesos celulares
fundamentales del tejido prostatico, incluyendo la muerte celular, la alteracion del ciclo
celular y la reparacion del ADN (INSP, 2020 & Mayo Clinic, 2022).



Durante el proceso del cancer de prostata, las células epiteliales pueden experimentar una
transicion epitelio-mesenquimal o EMT, caracterizada por cambios morfoldgicos en su
fenotipo debilitando la adhesion célula-célula y facilitando la disociacion de las células
epiteliales, lo que impulsa la migracion e invasion celular (Odero-Marah et al., 2018) Estos
procesos adaptativos requieren que las células cancerosas se ajusten al microambiente,
desencadenando cambios en su fenotipo. Posteriormente, se realiza la intravasacion, una
entrada activa de las células en la circulacion para diseminarse por el cuerpo, atravesando la
capa endotelial de los vasos hacia el torrente sanguineo o los vasos linfaticos (Chitty et al.,
2018 & Rebello et al., 2021). A pesar de que la sangre representa un entorno
inmunoldgicamente hostil para las células cancerosas, ya que son rapidamente atacadas por
el sistema inmunoldgico y estdn expuestas a tensiones de cizallamiento reoldgico, las
células cancerosas aprovechan los componentes sanguineos del hospedero para mejorar sus
posibilidades de supervivencia en la circulacion. En este contexto, las plaquetas se
convierten en aliadas cruciales en la diseminacion del cancer (Nilsson et al., 2011).

Las plaquetas son células sanguineas que desempefian un papel crucial en diversos aspectos
como la hemostasia, la reparacion de heridas, la respuesta inflamatoria y la inmunidad,
segiin Gonzalez et al. en 2019, tienen su activacion desencadenada por la interaccion de sus
receptores con diversas moléculas, ya sean endogenas o exogenas. Entre estas moléculas se
encuentran la trombopoyetina (TPO), trombina, tripsina, coldgeno, ADP, epinefrina,
metabolitos del acido araquidonico, factor activador de plaquetas y epinefrina (Goémez et al,
2018). Aunque son reconocidas por su funcion en la coagulacion sanguinea y la
cicatrizacion de heridas, las plaquetas también se han involucrado con la progresion del
cancer en relacion con su conexion con el cancer (In & Wurdinger, 2019).

Se ha demostrado que las células cancerigenas son capaces de causar activacion
plaquetaria, y esta capacidad se correlaciona con su potencial metastasico. La activacion
plaquetaria promueve la liberacion de factores de crecimiento que pueden ser utilizados por
las células tumorales. En ese sentido, se ha reportado que las células de cadncer de prostata
tienen la capacidad de promover la activacion y agregacion plaquetaria (Rudzinski et al.,
2020). Ademas, se ha observado que las células tumorales pueden estimular directamente la
sintesis proteica y la sefializacion de las plaquetas, destacando la dindmica y la respuesta
activa de estas, lo cual cuestiona la nocion previa de su funcionalidad estatica (Booyse et
al., 1968; In & Wurdinger, 2019). Este fenomeno se vincula con la existencia de plaquetas
educadas por el tumor (TEPs), que, debido a la exposicién a las células cancerosas,
presentan un perfil de expresion alterada de ARN mensajeros (ARNm), ARN no
codificantes (ARNnc) y proteinas, modificando asi su respuesta y comportamiento en
presencia del tumor (Najafi et al., 2024). La interaccion entre plaquetas y cancer se sugiere
principalmente a través de la activacion plaquetaria inducida por células tumorales
(TCIPA). Este proceso implica la activacion de plaquetas por parte de las células tumorales,
lo que lleva a la liberacion de su contenido, como factores de crecimiento. Estos elementos



liberados pueden ser aprovechados por las células tumorales para su supervivencia,
progresion, metastasis y/o angiogénesis. La TCIPA es un proceso clave que ha impulsado
investigaciones adicionales sobre sus mecanismos. También se ha reportado que las células
cancerosas tienen la capacidad de estimular la agregacion plaquetaria (Zara et al., 2018).

La inhibicion de la activacion plaquetaria mediante medicamentos antiagregantes podria
abrir nuevas perspectivas para el desarrollo de enfoques terapéuticos innovadores, segun
indicé Strasenburg en 2022. La consideracion de incorporar la aspirina en la terapia contra
el cancer se deriva de investigaciones como el metaandlisis realizado por Elwood y
colaboradores (2024), quienes observaron una reduccién del 20% en la mortalidad en
individuos con cancer que consumian aspirina. Ademds, se ha explorado el uso de
metformina para prevenir la activacion y agregacion, como demostro el estudio de Roussel
et al. (2010), quienes encontraron una disminucion de la mortalidad en pacientes con
aterotrombosis que utilizaban metformina, sugiriendo su potencial para suprimir la
metastasis (Tao et al., 2021; Chang et al., 2022).

3. Planteamiento del problema y justificacion

A nivel mundial, el cancer de prostata ocupa la segunda posicion entre los mas comunes y
la quinta en términos de mortalidad en hombres (GLOBOCAN, 2022). En México, destaca
como la principal causa de cancer y mortalidad en el género masculino. Aunque la mayoria
de los pacientes con cancer de prostata reciben tratamientos con fines curativos, alrededor
de un tercio de los casos evolucionan hacia formas avanzadas y metastdsicas, marcando una
etapa de la enfermedad con limitaciones para la vida. El porcentaje de pacientes con
enfermedad metastasica en el momento del diagnostico ha experimentado un aumento en la
ultima década (Ferlay et al., 2021). La progresion metastasica es un fendémeno bioldgico
complejo, cuyos mecanismos moleculares ain no se comprenden completamente.
Recientemente se ha encontrado que las plaquetas desempefian un papel relevante en la
progresion de distintos tipos de cancer, sugiriéndose que uno de los posibles mecanismos
podria ser mediado por la activacion plaquetaria inducida por células tumorales (TCIPA)
(Nilsson et al., 2011). Por otra parte, se ha observado que algunos farmacos, como el acido
acetilsalicilico y la metformina, pueden disminuir la incidencia y progresion de algunos
tipos de cancer (Roussel et al., 2010; Tao et al., 2021; Chang et al., 2022). A pesar de esta
asociacion observada en estudios epidemioldgicos, los mecanismos moleculares
subyacentes aun no han sido completamente dilucidados. Por lo tanto, en este estudio, se
propone analizar el efecto del acido acetilsalicilico y la metformina sobre la activacion
plaquetaria inducida por células tumorales. Este fendmeno particular, se busca no solo
contribuir al entendimiento general de la relacion entre plaquetas y el cancer de prostata,
sino también proporcionar informacion valiosa sobre los posibles mecanismos moleculares
que subyacen a los efectos benéficos observados con la administracion de aspirina y
metformina en la prevencion y tratamiento de ciertos tipos de cancer. Este enfoque



especifico tiene el potencial de abrir nuevas opciones de tratamiento, lo que podria
beneficiar a los pacientes, disminuyendo la mortalidad y mejorando la calidad de vida.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Analizar la capacidad antiagregante del acido acetil salicilico y la metformina sobre la
activacion plaquetaria inducida por células cancerosas lineas celulares de cancer de
prostata.

4.2. Objetivos Especificos

e C(Caracterizar el efecto de las células de cancer de prostata sobre la activacion
plaquetaria.

e Evaluar la respuesta antiagregante del acido acetilsalicilico en activacion
plaquetaria inducida por células tumorales.

e Evaluar la respuesta antiagregante de la metformina en agregacion plaquetaria
inducida por células tumorales.

e Evaluar el efecto del acido acetilsalicilico y la metformina en un modelo de co-
cultivo de plaquetas y lineas celulares de cancer de prostata.



5. Metodologia

Se llevd a cabo un estudio de un modelo experimental in vitro para evaluar la capacidad
antiagregante del acido acetilsalicilico y la metformina en la TCIPA de lineas celulares de
cancer de prostata. El proyecto corresponde a una parte del protocolo de investigacion “El
papel de las plaquetas educadas en el establecimiento de metastasis Oseas en cancer de
prostata”, perteneciente al Laboratorio de Oncogendmica del Instituto Nacional de
Medicina Gendmica.

5.1. Cultivo de células de cancer de prostata

Para el analisis de la activacion plaquetaria inducida por células cancerosas se utilizaron
lineas celulares de cancer de préstata LNCaP (CRL-1740™) y PC-3 (CRL-1435™),
obtenidas de ATCC (The American Type Culture Collection). Las lineas celulares se
mantuvieron en crecimiento con medio RPMI 1640 (Corning® 10-040-CM),
complementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB) de Gibco® (16000044). El
cultivo celular se llevara a cabo en condiciones de incubacion a 37°C con una atmdsfera
de 5% de CO2.

5.2. Obtencidn y aislamiento de plaquetas

Las plaquetas se obtuvieron a partir de sangre periférica mediante centrifugacion
diferencial en tubos con solucion A de citrato-acido citrico-dextrosa (ACD-A), al
centrifugar a 100 g durante 10 minutos para obtener el plasma rico en plaquetas (PRP).
El PRP se transfiri6 a un tubo nuevo, se afiadi6 prostaglandina E1 (PGEIl) a una
concentracion de 1 uM y y se centrifugd a 150 g durante 7 minutos para sedimentar la
contaminacion celular restante. Posteriormente, el sobrenadante se transfirié a otro tubo
y se centrifug6 a 500 g durante 10 minutos para obtener el pellet plaquetario, las
plaquetas se suspendieron en una solucién amortiguadora HEPES modificado (140 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 3.8 mM HEPES, 5 mM EGTA, 5.5 mM glucosa, 1 mM CacCl2, 0.5
mM MgCl2, pH 7.4).

5.3. Cuantificacidn de la activacion plaquetaria v evaluacion de los antiagregantes en la
activacion plaquetaria inducida por células de cancer de prostata

Después del aislamiento de las plaquetas, se realizaron diversas pruebas para evaluar su
activacion utilizando agonistas especificos. Las muestras se dejaron sin tratar o se
sometieron a un pretratamiento con acido acetilsalicilico ImM (Sigma; A5376) o
metformina 1mM (Sigma; M0605000) o la combinacién de ambos durante 30 minutos
a 37°C. Luego, se trataron con lineas celulares LNCap y PC-3, utilizando el medio de
las células como control negativo y ADP a 20 uM (Sigma; A2754) y Thrombin



Receptor Activator Peptide 6 (TRAP) a 10 uM (Sigma; T1573) como controles
positivos, se dejaron incubar por 30 minutos a 37°C.

Posteriormente, las plaquetas se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 2% durante 15
minutos a temperatura ambiente. La activacion plaquetaria se evalu6 mediante analisis
de citometria de flujo. Las plaquetas fueron marcadas con el anticuerpo anti-CD62P
(BD Pharmingen™ PE Mouse Anti-Human CD62P; 555524) y el anticuerpo anti-PAC-
1 (BD™ FITC Mouse Anti-Human PAC-1). Las muestras se analizaron en un citometro
de flujo BD FACSCanto™ II.

5.4. Consideraciones éticas

En este estudio, se cumplieron todas las consideraciones éticas pertinentes. La
investigacion se llevd a cabo exclusivamente utilizando lineas celulares de cancer de
prostata. Todos los procedimientos experimentales fueron disefiados y ejecutados de
acuerdo con las normativas y directrices correspondientes, garantizando la integridad y
el respeto de los estandares cientificos y €ticos en todo momento.

6. Discusion de resultados

En este estudio se realizd6 un andlisis detallado de la actividad inhibitoria del acido
acetilsalicilico y la metformina sobre la activacion plaquetaria inducida por células
tumorales. Utilizando citometria de flujo con plaquetas marcadas, se evalu6 como estos
farmacos afectan la activacion y agregacion de las plaquetas en presencia de células
cancerosas. Esta investigacion se basa en la sugerencia reciente de que la progresion
tumoral podria estar mediada por la activacion plaquetaria inducida por células tumorales,
un proceso que involucra la liberacion de granulos plaquetarios y el intercambio de
informacion biologica a través de moléculas de adhesion, citocinas o vesiculas
extracelulares (Strasenburg et al., 2022).

Por lo tanto, el objetivo principal del presente trabajo fue analizar la actividad inhibitoria
del acido acetilsalicilico y la metformina en la activacion plaquetaria inducida por células
tumorales.

Para evaluar la activacion plaquetaria, se utilizaron marcadores especificos como CD62P y
PAC-1. CD62P, también conocido como P-selectina, es una molécula de adhesion que actua
como un marcador especifico de activacion plaquetaria, expresandose en la superficie de
las plaquetas cuando estas estan activadas. Esta molécula desempeia un papel crucial en la
interaccion de las plaquetas con otros componentes celulares y en la formacion de coagulos
sanguineos. PAC-1, por otro lado, es un anticuerpo utilizado como marcador de la
activacion del receptor de glucoproteina IIb/Illa en las plaquetas, que es fundamental para
la agregacion plaquetaria. Este receptor facilita la union de las plaquetas entre si a través de



la fibrina, formando coagulos. Durante la activacion plaquetaria, el receptor de
glucoproteina IIb/Illa cambia de su forma inactiva a una forma activa, lo que permite la
union a ligandos como el fibrindgeno. PAC-1 se une especificamente a la forma activada
del receptor, permitiendo la deteccion de plaquetas en proceso de agregacion (Yun et al.,
2016).

El protocolo de aislamiento de plaquetas es fundamental para el estudio de su respuesta, ya
que influye directamente en su activacion. El método mas utilizado implica la
centrifugacion diferencial, que requiere una serie de pasos de centrifugacion y lavado para
separar las plaquetas de otros componentes sanguineos. Para este estudio, fue necesario
estandarizar un método de aislamiento que garantizara la inactividad de las plaquetas
durante la extraccion y su posterior activacion en respuesta a un agonista o estimulo.

Inicialmente, se evalud la activacion plaquetaria utilizando un método de aislamiento
previamente estandarizado en el laboratorio, que consistia en el aislamiento de plaquetas en
tubos Vacutainer® de 6 ml recubiertos con EDTA (10.8 mM). Sin embargo, este método
generd una alta proporcion de plaquetas activadas y no permitio distinguir una mayor
activacion incluso en presencia del agonista ADP (20 uM) o TRAP (10 uM) (Figura 1). Se
concluy6 que este método no era adecuado para el aislamiento de plaquetas no activadas.

Plaquetas activadas
(TRAP + ADP)

PRP Plaquetas lavadas (1) Plaquetas lavadas (2)

PE

FITC

Figura 1. Andlisis de la activacion plaquetaria en el método de aislamiento utilizando tubos Vacutainer con EDTA. Se
observaron niveles elevados de activacion plaquetaria en varias etapas del procedimiento, lo que permitié identificar
momentos especificos de activacion. Para determinar estos puntos criticos, se tomaron muestras de plaquetas en
diferentes pasos del método de aislamiento: desde el PRP, después del primer lavado, tras el sequndo lavado y finalmente
con una activacion inducida (Histogramas en orden de izquierda a derecha).

Para abordar esta limitacion, se evalud el método propuesto por Weiss L., et al. (2023), que
involucra el aislamiento de plaquetas a partir de tubos recubiertos con buffer acido citrico-
citrato-dextrosa A (ACD-A) (38 mM de 4cido citrico, 75 mM de citrato trisédico, 136 mM
de dextrosa) y una serie de pasos de centrifugacion en presencia del inhibidor de la
agregacion plaquetaria prostaglandina E1 (1 uM de PGELl), finalizando con la suspension
de las plaquetas en buffer Tyrodes modificado (6 mM de dextrosa, 130 mM de NaCl, 10
mM de NaHCO3, 10 mM de Tris-HCI, 3 mM de KCI, 0.81 mM de KH2PO4, 0.9 mM de
MgClI2). Con este método, se observd que el uso de PGEI inhibi6é consistentemente la
activacion plaquetaria en diferentes puntos del aislamiento. Sin embargo, en presencia de



un estimulo con ADP (20 uM) y TRAP (10 uM), este método produjo solo una proporcion
limitada de plaquetas activadas, dando como resultado una activacion reducida e
insuficiente. (Figura 2).
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Figura 1. Andlisis de activacion plaquetaria en el método de aislamiento utilizando tubos Vacutainer ACD-A. Se
muestran niveles bajos de activacion plaquetaria en las diferentes etapas del procedimiento de aislamiento. Para
identificar los puntos criticos de activacion plaquetaria, se tomaron muestras de plaquetas en distintos pasos del
método de aislamiento. Plaquetas obtenidas desde el plasma PRP, al final del proceso con las plaquetas purificadas,
plaguetas sin activacion y plaquetas con activacion inducida (Histogramas en orden de izquierda a derecha).

Paralelamente, se utilizé el método reportado por Zara M. et al. (2022), en el cual las
plaquetas fueron finalmente resuspendidas en buffer HEPES en presencia de glucosa 5 mM,
CaCl2 1 mM y MgClI2 0.5 mM. Este método mostré6 una mayor respuesta a la activacion
plaquetaria por los agonistas ADP (20 uM) y TRAP (10 uM), Este método demostro ser el
mas adecuado, ya que mantuvo las plaquetas inactivas durante su aislamiento y sensibles a
los estimulos para activarse cuando fuera necesario (Figura 3).
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Figura 2. Andlisis de activacion plaquetaria en el método de aislamiento utilizando tubos Vacutainer ACD-A. Se
evalud la activacion plaquetaria inducida por los agonistas ADP y TRAP. Se tomaron muestras de plaquetas en
distintos pasos del método de aislamiento para identificar los puntos criticos de activacion plaquetaria. Plaquetas
obtenidas desde el plasma PRP, al final del proceso con las plaquetas purificadas, plaquetas sin activacion y
plaguetas con activacion inducida (Histogramas en orden de izquierda a derecha).

Una vez estandarizado el método, se evaluaron diferentes condiciones para determinar la
activacion plaquetaria inducida por células tumorales. En este anélisis, las plaquetas fueron
expuestas a las lineas celulares LNCaP y PC3. A diferencia del control con vehiculo PBS



1x, las células tumorales promovieron la activacion plaquetaria, mostrando mayor
positividad para los marcadores CD62P y PACI1 (Figura 4).

Control LNCaP PC-3
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Figura 4. Activacién plaquetaria inducida por células tumorales. Plaquetas aisladas fueron
incubadas con PBS, la linea celular LNCaP o PC3. Los histogramas, de izquierda a derecha,
muestran los niveles de activacion plaquetaria correspondientes a cada condicion.

Los resultados obtenidos mediante nuestra metodologia sugieren que las plaquetas son
activadas por las lineas celulares de cancer de prostata LNCaP y PC-3. En el caso de
LNCaP, se observd una activacion plaquetaria del 3%, mientras que para PC-3 fue
significativamente mayor, alcanzando un 10.7%. Estos hallazgos destacan la variabilidad
en la capacidad de diferentes lineas celulares de cancer de prostata para inducir la
activacion plaquetaria.

El pretratamiento con fairmacos mostr6é una reduccion en la activacion plaquetaria. Para la
linea celular LNCaP, el tratamiento con acido acetilsalicilico resulté en una activacion del
4.1%. La metformina, por su parte, mostré una mayor eficacia, reduciendo la activacion a
un 1.3%. La combinacidon de ambos farmacos resultd en una activacion del 2.3%. (Fig. 5)
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Figura 5. Activacion plaquetaria inducida por LNCaP. Diagrama del andlisis por citometria de flujo de plaquetas sin
pretratamiento, con pretratamiento con dcido acetilsalicilico (ASA), con metformina (Met) y ambos tratamientos
combinados, en orden de izquierda a derecha.



En el caso de la linea celular PC-3, el acido acetilsalicilico disminuy6 la activacion
plaquetaria a un 2.6%, la metformina a un 2.2%, y la combinacion de ambos a un 5.7%.
(Fig 6.)
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Figura 6. Activacion plaquetaria inducida por PC-3. Diagrama del analisis por citometria de flujo de plaquetas sin
pretratamiento, con pretratamiento con acido acetilsalicilico (ASA), con metformina (Met) y ambos tratamientos
combinados, en orden de izquierda a derecha.

Estos resultados sugieren que la activacion plaquetaria inducida por las células de cancer de
prostata puede ser modulada mediante tratamientos farmacoldgicos. En particular, el uso de
aspirina  (ASA) y metformina (Met) se perfilan como estrategias farmacolodgicas
prometedoras para reducir la activacion plaquetaria en el contexto del cancer de prostata.

7. Conclusion

Se caracteriz6 el efecto de las células de cancer de prostata sobre la activacion plaquetaria,
observando una activacion plaquetaria del 3% por LNCaP y 10% por PC3, destacando la
variabilidad en la capacidad de diferentes lineas celulares de cancer de prostata para inducir
la activacion plaquetaria.

En conclusion, ASA y Met muestran un potencial antiagregante significativo para disminuir
la activacion plaquetaria inducida por las lineas celulares de cancer de prostata LNCaP y
PC-3. La inhibicion de la activacion plaquetaria por ASA fue de 4.5% para LNCaP y 2.6%
para PC-3. Met mostré una inhibicién de 1.3% para LNCaP y 2.2% para PC-3. Cuando se
usaron ambos farmacos en conjunto, la inhibicion fue de 2.3% para LNCaP y 5.7% para
PC-3.

Los hallazgos encontrados en este estudio sugieren que la ASA y Met tienen el potencial
para ser empleados como estrategias farmacologicas novedosas para disminuir la activacion
plaquetaria inducida por células tumorales de prostata. Esta informacion proporciona una
base solida para futuras investigaciones en otros modelos de estudio de la actividad
plaquetaria, ampliando el conocimiento de la investigacion cientifica sobre las estrategias
terapéuticas del cancer de prostata.
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