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RESUMEN

El microambiente tumoral es un entorno dinamico compuesto por células inmunitarias,
fibroblastos y plaquetas al cual estan expuestas las células tumorales, la interaccion entre estos
componentes es clave en mecanismos de progresion y evasion tumoral. Este trabajo evalla la
interaccion entre las plaquetas y las células tumorales, asi como el papel de las plaguetas como
reguladores inmunes dentro del microambiente tumoral, enfocandose en la activacion
plaquetaria y sus implicaciones dentro de estos contextos. Se analizo la activacion plaquetaria
inducida por distintas lineas tumorales (CarB, Panc02, Eo771, Mc38 y Py8119), donde se
encontrd que CarB y Panc02 indujeron una activacion significativa. Dicha activacién resulto
ser contacto dependiente y potenciada por la trombina. En adicion, se corroboro in vivo que las
plaquetas pre-educadas por tumor son mas reactivas frente a agonistas clasicos. Asimismo, este
trabajo también estudio el rol inmunomodulador de las plaquetas. Se observo que las plaquetas
promovieron la diferenciacion de neutréfilos murinos a células supresoras derivadas de
mieloides, favoreciendo un microambiente tumoral inmunosupresor. Ademas, las plaquetas
también mostraron capacidad para inducir la NETosis de neutrofilos murinos. Por ultimo, se
identifico una tendencia a la expresion de PD-L1 en células tumorales Mc38 tras su co-
incubacién con plaquetas. Estos hallazgos refuerzan el papel clave de las plaquetas en la
progresion tumoral y promueven un microambiente tumoral inmunosupresor, ademas de ser

capaces de inducir mecanismos de evasion inmunologica a través de la expresion de PD-L1.
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2 Introduccion

El crecimiento y propagacion de las células tumorales esta condicionado por el ambiente que
las rodea. El microambiente tumoral (Tumor microenvironment-TME, por sus siglas en inglés)
es el entorno al cual las células tumorales estan expuestas, y es generado gradualmente a partir
de las interacciones entre las células tumorales y no tumorales. Estd compuesto por
componentes tanto celulares como no celulares tales como moléculas de sefializacion y la
matriz extracelular (MEC) (1,2). EI TME controla la progresion tumoral de forma dindmica y
ocasionalmente pro-tumoral a traves de los componentes no tumorales del TME o mediante la
comunicacion intercelular usando una red de moléculas sefializadoras (citoquinas, quimiocinas
y factores de crecimiento) y enzimas remodeladoras de la MEC (3). Entre los componentes
celulares més relevantes del TME se encuentran los fibroblastos asociados al cancer (Cancer
associated fibroblasts-CAF, por sus siglas en inglés) y células inmunes provenientes de los

linajes hematopoyéticos linfoide y mieloide.

Los CAF son uno de los componentes del TME en tumores solidos y su presencia ha sido
asociada con una peor prognosis. Debido a su heterogeneidad funcional, los CAF estan
involucrados en varios de los mecanismos relacionados con la progresion y diseminacién
tumoral, tales como el depdsito y remodelacion de la MEC, proliferacion celular, angiogénesis
y comunicacion con las células del sistema inmunitario (2,4). Algunos estudios sugieren que
su funcion pro-tumoral estd mediada por la liberacién de factores de crecimiento, tales como
el factor de crecimiento transformante beta (Transforming growth factor beta-TGF-f3, por sus
siglas en inglés), factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor-EGF, por sus
siglas en inglés) y factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor-FGF, por
sus siglas en inglés). Estos estimulan la proliferacion celular y contribuyen a la remodelacion
de la MEC a través de la produccion de colageno, fibronectina y metaloproteinasas (Matrix

metalloproteinases-MMPs, por sus siglas en inglés) facilitando la invasién tumoral (4).

Las células inmunitarias provenientes del linaje linfoide tales como los linfocitos T CD4",
CD8", T reguladores, linfocitos B y células natural killer también son componentes esenciales
dentro del fenotipo inmunitario del TME (5). Dentro del contexto de una respuesta antitumoral
fisioldgica, los linfocitos T CD8" citotoxicos se encargan de reconocer y eliminar las células
tumorales. Esta actividad esta respaldada por los linfocitos T CD4" helper 1. Los linfocitos T
reguladores se han visto ligados a un TME inmunosupresor dado que liberan interleucinas

supresoras de actividad (IL-10 y TFG-B) sobre los linfocitos T CD8" citotéxicos, inhibiendo el



reconocimiento y eliminacion de las células tumorales (3,6). En ocasiones, el TME adquiere
un fenotipo inmunosupresor, inhibiendo la actividad antitumoral fisioldgica a traves de
mecanismos tales como el reclutamiento de células inmunitarias supresoras de actividad
antitumoral, la promocion de rutas de sefializacion supresoras de la actividad antitumoral en

las células inmunitarias y/o alterando el sistema de presentacion de antigenos (7).

Conforme el tumor progresa, las células derivadas del linaje mieloide expuestas al tumor o
TME adyacente adquieren de forma gradual un fenotipo inmunosupresor, pasando a
denominarse células supresoras derivadas del linaje mieloide (Myeloid-derived suppressor
cells-MDSC, por sus siglas en inglés). Las MDSC se subdividen en monociticas (Mo-MDSC)
y granulociticas (Gr-MDSC) dependiendo de su estadio anterior como monocitos o neutrdfilos,
respectivamente. Las MDSC tienen potentes capacidades inhibitorias y juegan un rol
importante en la progresion tumoral, angiogénesis y supresion de la actividad antitumoral de

linfocitos T, contribuyendo al desarrollo de un TME inmunosupresor (8).

En una etapa temprana del desarrollo tumoral, las células dendriticas procesan los antigenos
tumorales (Neoantigenos) y los exponen a los linfocitos T en los 6rganos linfoides. Los
linfocitos que tengan la capacidad de reconocer dichos antigenos proliferan y migran al tumor,
donde liberan factores quimioatrayentes para reclutar otros componentes del sistema
inmunitario como los neutréfilos y los monocitos (6). Las primeras generaciones de neutrofilos
que migran al tumor llevan a cabo una funcion antitumoral fisiolégica. No obstante, la
exposicion prolongada de los neutrofilos a los diferentes componentes del TME induce un
cambio fenotipico y los diferencia a Gr-MDSC (9). Estudios recientes apuntan a que los Gr-
MDSC tienen la capacidad de disminuir la proliferacion de linfocitos T, contribuyendo a la
capacidad inmunosupresora del TME (10). Por otro lado, las Mo-MDSC se generan tras la
exposicion de monocitos a componentes del TME tales como quimiocinas y citoquinas. Los
Mo-MDSC estan relacionados con la proliferacion e invasién tumoral, la metastasis y la

regulacion de la respuesta inmune antitumoral (11).

Asimismo, ademas de inducir diferenciacion fenotipica de los neutréfilos, se ha demostrado
que las plaquetas activadas son capaces de inducir la NETosis, un tipo de muerte celular donde
los neutrdfilos liberan trampas extracelulares de neutrofilos (Neutrophil extracellular traps-
NET, por sus siglas en inglés). Estas estructuras estan compuestas por filamentos de cromatina
descondensada, elastasa de neutrdfilos, catepsina G, mieloperoxidasa, metaloproteinasa de
matriz 9 e histonas. Dentro del contexto del TME, las NETs tienen una funcion



inmunosupresora que favorece la progresion tumoral. Mas especificamente, las NETs inducen
exhaustacion y disfuncién de linfocitos CD8" al actuar como una barrera fisica que impide el
contacto directo entre las células tumorales y los linfocitos CD8", impidiendo el
reconocimiento y eliminacion de las células tumorales. Ademas, las NET también son capaces
de regular la diferenciacion linfocitica a fenotipos inmunosupresores, como Th2 y Treg,

contribuyendo asi a la evasion inmune (12).

Aunque clasicamente las plaquetas han sido asociadas a funciones relacionadas exclusivamente
con la hemostasia, no suelen incluirse frecuentemente en los esquemas tradicionales del TME.
No obstante, su presencia en este contexto es real y su papel potencialmente relevante. Siendo
el segundo tipo celular mas abundante en la sangre, después de los eritrocitos, la relevancia de
las plaquetas no deberia ser pasada por alto ya que desempefian un papel significativo tanto en
el cancer como en otros contextos inmunologicos. Las plaquetas también son un componente
del TME y participan en un bucle de retroalimentacion positivo entre ellas mismas y las células
tumorales contribuyendo al desarrollo, crecimiento, supervivencia y metastasis tumoral (13).
Un elevado nimero de plaquetas circulantes (Trombocitosis) se ha descrito en varios tipos de
cancer, correlacionandose negativamente el nimero de plaquetas circulantes y la esperanza de
vida del paciente (14). Las células tumorales tienen la capacidad de producir moléculas
inductoras de activacion plaquetaria ya sea por mecanismos dependientes o independientes de
contacto célula tumoral-plaqueta (13,14). Una vez activas, las plaquetas son capaces de
influenciar el crecimiento y diseminacion tumoral a través de su interaccion con varios

componentes de la TME.

A su vez, las plaquetas activas llevan a cabo varios mecanismos que promueven el desarrollo
tumoral y metéstasis tales como: proteccion contra el reconocimiento inmune mediante
agregados plaquetarios que rodean a las células tumorales circulantes evitando asi el
reconocimiento de la célula tumoral por el sistema inmune, incremento en la capacidad de
adhesion de las células tumorales al endotelio vascular, sintesis de productos lipidicos y
liberacion de sustancias mediadoras a partir de exosomas, microparticulas o granulos a (15,16).
Por ltimo, se ha observado que las plaquetas activadas tienen la capacidad de expresar el
ligando 1 de muerte programada (Programmed death-ligand 1-PD-L1, por sus siglas en inglés)
en su superficie o inducir su expresion en la superficie de las células tumorales ovéricas. Uno
de los principales medios de accion de PD-L1 depende de su reconocimiento por la proteina de
muerte celular programada 1 (Programmed cell death protein 1-PD-1, por sus siglas en inglés)

en los linfocitos T, lo que inhibe su activacion y favorece la evasion del sistema inmunologico



por parte del tumor (17).

Las plaquetas, a través de la desgranulacion de sustancias mediadoras son capaces de reclutar
y activar los CAF (18). Especificamente, el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(Platelet derived growth factor-PDGF, por sus siglas en inglés) liberado por las plaquetas
permite el reclutamiento de macrofagos al tumor donde estos liberan mediadores que inducen
el desarrollo de fibroblastos reactivos (19). Por otro lado, otro de los mecanismos a partir del
cual las plaquetas regulan la respuesta inmunitaria es a traves del contacto directo con las
celulas inmunitarias o la liberacion de mediadores solubles. La liberacion de estos mediadores
regula la activacion de los linfocitos T CD8", induciendo la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y por ende contribuyendo al estadio pro-inflamatorio del TME (20). En cuanto
a la asociacion entre las plaquetas y los Mo-MDSC, algunos estudios han descrito que su
activacioén induce la sintesis y liberacion de citoquinas asociadas al crecimiento y supervivencia
celular. Factores liberados por microparticulas o exosomas plaquetarios tienen la capacidad de
inducir la generacion de Mo-MDSC, ya sea teniendo un efecto inhibidor sobre la activacion
del inflamosoma NLRP3 o a través de la liberacion de mediadores inflamatorios y quimiocinas
(16,21). La interaccion entre los Gr-MDSC vy las plaquetas dentro del TME contribuye a la
progresion tumoral a través de la angiogénesis y la sefializacién con las células tumorales.
También se ha visto que la sefializacion derivada de las plaquetas tiene la capacidad de
estimular el reclutamiento de granulocitos a nichos metastésicos tempranos (22). Por ultimo,
los mediadores liberados por las plaquetas pueden llegar a incrementar la mielopoiesis,
reclutamiento y proliferacion de los granulocitos y la funcion inmunosupresora de Gr-MDSC
(8,23). Algunos grupos de investigacion han descrito que, dentro del contexto del cancer de
mama, el potenciamiento de la capacidad inmunosupresora de las MDSC ocurre a nivel
transcripcional y es dependiente de las plaquetas activadas y de los factores solubles liberados

por las mismas (24).

En resumen, las plaquetas activadas desempefian un papel crucial en la progresién tumoral,
promoviendo un microambiente tumoral inmunosupresor e induciendo mecanismos de evasion
inmunoldgica a través de la expresion de PD-L1. Sin embargo, esta poblacién celular sigue

siendo subestimada en el contexto del cancer.

La hipotesis actual del laboratorio de inmunobiologia plaquetaria del Instituto de
Investigaciones Biomédicas Sols-Morreale plantea que las células tumorales tienen la

capacidad de activar las plaquetas. La hipdtesis propuesta establece que la activacion



plaquetaria promueve la transicion de células mieloides, tales como monocitos y neutrofilos,

hacia un fenotipo inmunosupresor y por ende contribuyendo a la progresion tumoral.

Por ello, al regular la activacion plaquetaria, se podria influir en el cambio fenotipico de las
células mieloides y alterar la progresion tumoral al evitar la inhibicion por parte de estas de la
respuesta antitumoral de las células T. Esta hipétesis en un futuro seré probada in vivo mediante
el uso de tratamientos antiplaquetarios. No obstante, antes sera necesario seleccionar una linea
celular tumoral murina adecuada para los estudios in vivo. Para ello, el objetivo principal de
este trabajo sera evaluar la activacion plaquetaria in vitro de lineas células tumorales murinas

para seleccionar la 6ptima para visualizarla in vivo en experimentos futuros.

3 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es evaluar el impacto de diferentes lineas tumorales sobre
la activacion plaquetaria, con el fin de identificar una linea tumoral candidata para futuros
estudios in vivo. La activacion plaquetaria se determinard a través de la expresion del marcador
CD62P (P-selectina), analizado por citometria de flujo. Para ello, se co-incubaran distintas
lineas celulares tumorales con plaquetas en diferentes ratios tumor-plaquetas y tiempos de
exposicion, evaluando asi el nivel de activacion plaquetaria inducido por cada linea celular.
Ademas, paralelamente se estudiara el efecto de las plaquetas activadas sobre el cambio
fenotipico de células mieloides, la induccién de la NETosis en neutrofilos y la expresion de
PD-L1 en células tumorales con el proposito de complementar y respaldar los resultados
obtenidos en estudios in vivo. Los datos generados se analizaran mediante citometria de flujo,
centrandose en la expresion del marcador CD62P como indicador de activacion plaquetaria.
En el caso de células mieloides supresoras, se analizaran los marcadores Ly6G, Ly6C y Arg-1
(Marcador especifico de MDSC). Para los ensayos de expresion de PD-L1, se utilizara el
marcador PD-L1. Finalmente, la formacion de NETs se evaluara mediante microscopia de
fluorescencia utilizando como marcadores DAPI, Cit-H3 y MPO. Los objetivos especificos

son:

1. Determinar la capacidad de las lineas celulares tumorales murinas de inducir la
activacion plaquetaria.

2. Analizar la implicacion de las plaguetas en la induccion de cambio fenotipico de
células supresoras de actividad antitumoral.

3. Evaluar la capacidad de las plaquetas activadas de inducir la expresion de PD-L1



en células tumorales.

4. Evaluar la capacidad de las plaquetas activadas de inducir NETosis.

4 Materiales y métodos

4.1 Protocolo de aislamiento de plaquetas

Como primer paso, se recoge la sangre total de un ratén via puncion cardiaca con una jeringa
llena con 100 pL de dextrosa de citrato &cido (ACD) para prevenir la coagulacion. Una vez
extraida, se afiade la mezcla en un tubo de 15 mL con 1 ml de buffer PIPES (NaCl 0,15M,
PIPES 20mM). Posteriormente, la sangre se centrifuga a 630 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente sin acelerador ni freno. Tras ello, se extrae cuidadosamente el plasma
rico en plaquetas (platelet rich plasma-PRP, por sus siglas en inglés) y se transfiere a un tubo
de 1,5 mL con 5 pL de Apirasa para prevenir la activacion plaquetaria. Se centrifuga el tubo
de 1,5 mL a 720 g durante 7 minutos a temperatura ambiente. Se descarta el sobrenadante y se
resuspende el pellet en 500 pL de buffer Tyrodes inhibidor (500 pL buffer Tyrodes + 10 pL/ml
Heparina + 5 pL/ml Apirasa). Durante la totalidad del procedimiento se debe procurar
manipular la muestra suavemente y no exponerla a temperaturas bajas para evitar la activacion

plaquetaria.

4.2 Protocolo de aislamiento de neutrofilos inmaduros a partir de
medula 0sea

En primer lugar, se extraen la tibia y el féemur del ratén y se colocan en una placa Petri con PBS
1X. Se eliminan los restos organicos exteriores utilizando papel absorbente y los huesos se
transfieren a un tubo de 50 mL con un filtro de 100 um. Se extrae la medula ésea cortando los
extremos de los huesos y lavandolos con una jeringa cargada con PBS 1X, depositando el
contenido sobre el filtro de 100 um. Se aislan las células disgregando la medula dsea a través
del filtro de 100 um. La suspension se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se descarta el sobrenadante y se afiade al tubo de 50 mL 4 ml de solucion salina
0,2% para lisar los eritrocitos. Luego, se afiaden al tubo de 50 mL 10 ml de solucion salina
1,2% para estabilizar la osmolaridad. Una vez estabilizado, el tubo de 50 mL se centrifuga a
1500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y se descarta el sobrenadante. Se
resuspende el pellet en 6 ml de PBS 1X. En otro tubo de 15 mL, se afiaden 6 ml de Percoll.

Posteriormente, se vierten los 6 ml del tubo de 50 mL con células suspendidas en PBS 1X sobre



el Percoll. Se centrifuga el tubo de 15 mL a 2500 rpm durante 30 minutos sin acelerador ni
freno a temperatura ambiente para formar un gradiente. Se descarta el sobrenadante dejando
los 3 ml finales en el tubo de 15 mL. Se extrae 1 ml del fondo del tubo de 15 mL y se traspasa
a un tubo de 1,5 mL. Se centrifuga el tubo de 1,5 mL a 1500 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se descarga el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1 ml de buffer

Tyrodes para su posterior uso.

4.3 Ensayo de activacion plaquetaria

Se utilizan 100.000 células tumorales, preparandose bajo diferentes condiciones
experimentales segun la relacion de plaquetas y la presencia o ausencia de trombina. En primer
lugar, las plaquetas se incuban con las células tumorales durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se afiade trombina a las condiciones correspondientes y se deja
incubar por otros 30 minutos adicionales a temperatura ambiente. Luego, se tifien las muestras
afiadiendo 10 pL de una mezcla de anticuerpos compuesta por CD41-APC-A (1:400), CD62P-
PE-A (1:400) y Fc blocker (1:200) diluida en buffer Tyrodes. Se dejan incubar las condiciones
con la mezcla de anticuerpos durante 30 minutos y se fijan utilizando 100 pL de buffer de
fijacion 2X. Tras 2 minutos, se centrifugan las muestras y se descarta el sobrenadante. Se
resuspende el pellet en 200 pL de buffer Tyrodes y se traspasan las condiciones a tubos de
citometria. Por dltimo, las condiciones experimentales se analizaron usando el equipo de
citometria de flujo FACS CANTO Il en las primeras 24 horas desde la fijacion. Este
procedimiento se realiz6 con todas las lineas tumorales incluidas en el experimento. En el caso
del protocolo de expresion de PD-L1, la mezcla de anticuerpos también incluyo PD-L1-PE-
Cy7 (1:400).

4.4 Ensayo de diferenciacion de células supresoras derivadas de
mieloides por citometria de flujo

Se utilizan 250.000 células precursoras de neutréfilos por tubo de 1,5 mL, preparandose bajo
diferentes condiciones experimentales segln la relacion de plaquetas, la presencia o ausencia
de trombina y la preactivacion plaquetaria. Una porcion de las plaquetas extraidas se co-
incuban con trombina durante 30 minutos para preactivarlas. Luego, se centrifugan a 720g
durante 5 minutos y se resuspenden en buffer Tyrodes. Los neutréfilos se incuban con las
plaquetas overnight a 37°C. Posteriormente, se tifien las muestras afiadiendo 10 pL de una
mezcla de anticuerpos compuesta por CD41-APC (1:400), Ly6C-Percp-Cy5.5 (1:400), Ly6G-



APC-Cy7 (1:400) y Fc blocker (1:200) diluida en buffer Tyrodes. Se dejan incubar las
condiciones con la mezcla de anticuerpos durante 30 minutos y se fijan utilizando buffer de
fijacion 2X durante 5 minutos. Se centrifugan a 720g por 5 minutos y se resuspenden en buffer
Tyrodes. Posteriormente, se tifien las muestras afladiendo 10 pL de una mezcla de anticuerpos
compuesta por Arg-1-PE (1:400) diluida en buffer Tyrodes durante 30 minutos. Por ultimo, se
centrifugan las muestras a 720g durante 5 minutos y se resuspenden en 200 pL de buffer
Tyrodes. Las condiciones experimentales se analizaron con el equipo de citometria de flujo
FACS CANTO Il en las primeras 24 horas desde la fijacion.

4.5 Ensayo de induccion de NETosis en neutroéfilos inmaduros por
inmunofluorescencia.

Tras realizar los protocolos de aislamiento de plaquetas y neutrofilos inmaduros. Se utilizaran
los neutréfilos provenientes de ratones wild-type sin tumor, mientras que las plaquetas
provendréan de ratones wild-type con y sin tumor dependiendo de la condicidn. Los neutr6filos
de resuspenden en medio RPMI. En primer lugar, vamos a delimitar un &rea circular en un
portaobjetos tratado utilizando un marcador hidrofébico. Se utilizan 50.000 neutro6filos por
condicion. Ademas, se realiza una condicién con solo neutréfilos como control negativo y
neutréfilos con Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) a 100 nM como control positivo. Se
colocan los neutréfilos sobre el portaobjetos, dentro del area delimitada por el marcador
hidrofobico. Las condiciones se colocan dentro de un contenedor para evitar evaporacion, y se
dejan incubar durante 3 horas a 37°C dentro de un incubador. Tras ello, se elimina el liquido
con papel absorbente y se fija con 100 pL de PBS 1X 4% PFA por condicion, dejandolo durante
10 minutos a temperatura ambiente. Luego, se elimina con papel absorbente y se lava con PBS
1X. Tras ello, se quita el PBS 1X con papel absorbente y se bloquean los sitios de union
inespecificos utilizando 100 pL de blocking buffer (PBS 1X 3% BSA) por condicion. Se dejan
las condiciones en el blocking buffer durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, se elimina
el blocking buffer con papel absorbente y se afiaden 50 pL por condicion de una mezcla de
anticuerpos primarios constituida por MPO (1:100) y Cit-H3 (1:200) diluidos en blocking
buffer. Tras ello, se deja incubar overnight a 4°C dentro de una cAmara humeda. Al siguiente
dia, se elimina el liquido con papel absorbente y se lava con PBS 1X. Tras ello, se afiaden 100
ML por condicion de una mezcla de anticuerpos secundarios compuesta por Anti-goat-
AlexaFluor-546 (1:1000; Rojo) y Anti-rabbit-AlexaFluor-488 (1:1000; Verde) diluidos en

blocking buffer. Dejar incubar en oscuridad durante 1 hora dentro de una cama himeda.



Eliminar el anticuerpo secundario con papel absorbente y lavar con PBS 1X. Afadir 100 pL
por condicion de DAPI diluido 1:100 en blocking buffer y dejar 5 minutos. Realizar otro lavado
con PBS 1X, luego eliminarlo con papel absorbente. Afadir 7 pL de ProLong en el centro del
area delimitada por el marcador hidrofébico y colocar un cubreobjetos asegurandose que no
queden burbujas. Finalmente, dejar a 4°C hasta que se pueda visualizar. La condicion utilizada

como control negativo solo se incuba con anticuerpos secundarios y DAPI.

4.6 Analisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico, los datos obtenidos en los distintos grupos experimentales
fueron organizados y revisados para asegurar su calidad. En primer lugar, se aplico la prueba
de Q de Dixon sobre los resultados para detectar y eliminar los valores atipicos. A partir de
esto, se calcularon las medias y desviaciones estandar utilizando Microsoft Excel o GraphPad
Prism 8.0. Una vez hecho esto, se aplico el F test para comparar las varianzas entre los grupos
comparados. En el caso de que el p valor resultante del F test haya resultado < 0.05, se asumié
que la varianza entre los resultados era significativa y por ende se utiliz6 el t-test con correccion
de Welch para comparar los grupos. En caso contrario, se utilizd un t-test estandar no pareado.
En algunos experimentos, se calcularon los valores del fold change utilizando el control
correspondiente. Los resultados se mostraron como media + desviacion estandar (DE), media
+ error estandar de la media (SEM) o fold change + desviacion estandar (DE) segun

correspondiera.

5 Resultados

Con el objetivo de evaluar la capacidad de activacion plaquetaria de diferentes lineas celulares
tumorales murinas se realizaron una serie de ensayos de activacion plaquetaria. Las lineas
celulares tumorales murinas seleccionadas para los ensayos de activacion plaquetaria fueron
CarB, Panc02, Eo771, Mc38 y Py8119. La linea celular CarB proviene de un carcinoma de
células escamosas de piel de ratén. La linea celular PANCO02 deriva de un adenocarcinoma de
ducto pancreético de ratén. Las lineas celulares Eo771 y Py8119 provienen de un neoplasma
maligno de glandula mamaria de raton. Por ultimo, la linea celular Mc38 fue generada a partir

de un adenocarcinoma de colon de raton.

Los resultados obtenidos de los ensayos de activacién plaquetaria sugieren que la co-
incubacion de plaquetas con distintas lineas tumorales induce un aumento significativo en la

activacion plaguetaria, como se puede observar realizando una comparativa entre el nivel de



activacion plaquetaria de plaquetas solas frente a condiciones co-incubadas con células
tumorales a distintos ratios célula tumoral-plaqueta (1:50 y 1:100). Asimismo, la co-incubacion
de plaquetas con distintas lineas tumorales en presencia de 2,5 U/mL de trombina también
produjo un aumento significativo de la activacion plaquetaria en muchas de las lineas celulares
utilizadas. Para ello, se compararon las condiciones co-incubadas con células tumorales a los
distintos ratios en presencia de trombina con la condicion control de plaquetas solas mas 2,5
U/mL de trombina (Figura 1).

Tal como se muestra en la Figura 1.A-C, las lineas celulares CarB, Panc02 y Eo771 indujeron
de forma estadisticamente significativa la expresion proteica de CD62P en condiciones de co-
incubacién a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:50 al compararse con las condiciones basales
de plaguetas. Sin embargo, las lineas celulares Mc38 y Py8119, aungue mostraron tendencias
similares, no alcanzaron la significancia estadistica en esta condicién (Figura 1.D-E).
Similarmente, en condiciones de co-incubacion a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:100, en
la Figura 1.A-B se observa que las lineas celulares CarB, Eo771 indujeron de forma
estadisticamente significativa la expresion proteica de CD62P en comparacion a la condicién
basal de plaquetas, al igual que la linea celular Mc38, que en esta ocasion si alcanzo la
diferencia significativa (Figura 1.D). Asimismo, también se observo una tendencia hacia la
significancia en el caso de la linea celular Panc02 (t-test de Welch, p = 0.0760) en esta
condicioén, aunque sin alcanzar la significancia estadistica (Figura 1.B). Por ultimo, la linea
celular Py8119 no mostro diferencias con respecto a la condicion control (Figura 1.E). Al
realizar una comparacién entre ambos ratios célula tumoral-plaqueta, se observé una activacion
plaquetaria levemente menor a 1:100 en comparacion con 1:50 en todas las lineas celulares,
aunque la diferencia no resulto ser estadisticamente significativa (Figura 1).

Adicionalmente, en la Figura 1 también podemos observar que la co-incubacién de células
tumorales y plaquetas en presencia de 2,5 U/mL de trombina arrojo resultados similares. Las
lineas celulares CarB, Panc02 y Eo771 indujeron de forma estadisticamente significativa la
expresion proteica de CD62P en condiciones de co-incubacion a un ratio célula tumoral-
plaqueta de 1:50 en presencia de 2,5 U/mL de trombina, al compararse con la condicién control
de plaquetas activadas con 2,5 U/mL de trombina (Figura 1.A-C). Bajo estas mismas
condiciones, la expresion proteica de CD62P inducida por la linea celular Mc38 mostro una
tendencia hacia la significancia (t-test estandar, p = 0.0857), aunque sin alcanzar el umbral
establecido (Figura 1.D). En caso contrario, en esta condicion la linea celular Py8119 no indujo

sobre la expresion de CD62P (Figura 1.E). De manera similar, en condiciones de co-incubacion



a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:100 en presencia de 2,5 U/mL de trombina, las lineas
celulares CarB y Eo771 indujeron una expresion de CD62P significativo con respecto a la
condicion control establecida (Figura 1.A y 1.C). Por otro lado, la linea celular Mc38 mostro
también una capacidad de induccién sobre la expresion de CD62P con tendencia hacia la
significancia (t-test estandar, p = 0.0703), sin alcanzar a ser estadisticamente significativa
(Figura 1.D). Por el contrario, las lineas celulares Panc02 y Py8119 no indujeron cambios
sobre la activacion plaquetaria bajo esta condicion (Figura 1.B y 1.E). Aunque no significativa
desde el punto de vista estadistico, se apreci6 una tendencia a menor activacion plaquetaria al
emplear un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:100 frente a 1:50, ambos en presencia de 2,5
U/mL de trombina (Figura 1).
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Figura 1. Activacion plaquetaria (expresada como fold change de CD41*CD62P") tras co-incubacion con células
tumorales a diferentes ratios célula tumoral-plaqueta (1:50 y 1:100), en ausencia o presencia de 2,5 U/mL de
trombina. B. Activacion plaquetaria (expresada como fold change de CD417CD62P*) tras co-incubacién con
células tumorales de linea Panc02 a diferentes ratios célula tumoral-plaqueta (1:50 y 1:100), en ausencia o
presencia de 2,5 U/mL de trombina. A. CarB B. Panc02 C. Eo771 D. Mc38 E. Py8119. Los datos se representan
como media del fold change + desviacion estandar (DE); n = 3-6 réplicas bioldgicas por grupo. Las comparaciones
estadisticas se realizaron mediante t-test estandar o t-test con correccion de Welch segln correspondiera. p < 0.05
se considero significativo. * = p < 0.05; ** = p < 0.005; *** = p < 0.0005. tindica analisis con t-test de Welch.
THR: Trombina.

Bajo la condicion experimental de co-incubacion de células tumorales con plaquetas a un ratio
célula tumoral-plaqueta de 1:50, se evaluaron las diferencias entre las distintas lineas celulares
tumorales. Se encontraron diferencias significativas sobre la capacidad de induccion de

activacion plaquetaria entre las lineas celulares tumorales utilizadas (Figura 2.A).

En la Figura 2.A se muestra que la linea celular CarB fue la que indujo la mayor expresion
proteica de CD62P en esta condicidn, seguida por la linea celular Panc02. Las lineas celulares
Eo771 y Mc38 mostraron una capacidad intermedia de inducir la activacion plaquetaria. Por
otro lado, la linea celular Py8119 presento la capacidad de induccion mas baja. Tras el analisis
estadistico, se encontrd que el cambio sobre la expresion de CD62P inducido por la linea celular
CarB resulto significativo frente a los inducidos por las otras lineas celulares utilizadas, a
excepcion de Panc02. La activacidn plaquetaria inducida por la linea celular Panc02 también
fue significativamente mayor a la producida por las lineas celulares Eo771, Mc38 y Py8119.
La expresion proteica de CD62P inducida por la linea celular Eo771 solo resulto significativa
frente a la linea celular Py8819. Por ultimo, se observo una tendencia a la significancia entre
la activacion plaquetaria inducida por la linea celular Mc38 sobre Py8119 (t-test estandar, p =

0.0732), aunque sin alcanzar el umbral de significancia.

Paralelamente, como se observa en la Figura 2.B, se llevé a cabo una comparacion de la
capacidad de induccién de la activacion plaquetaria de las diferentes lineas celulares para la
condicion de co-incubacion de células tumorales con plaquetas a un ratio célula tumoral-
plaqueta de 1:100. También se observaron diferencias significativas en la capacidad de

induccidn de la activacion plaquetaria entre las lineas celulares usadas.

De manera similar a la condicion anterior, la linea celular CarB también fue la que indujo la
mayor expresion proteica de CD62P, seguida por Panc02. Tras ellas, las lineas celulares E0771
y Mc38 indujeron un aumento intermedio sobre la expresion proteica de CD62P. Por ultimo,

la linea celular Py8119 fue la que indujo la menor expresion proteica de CD62P. A diferencia



de lo observado en la condicién previa, en esta condicion la activacion plaquetaria inducida
por la linea celular Panc02 fue significativamente mayor a la de Eo771 y Py8119, pero solo
alcanz6 una tendencia hacia la significancia frente a Mc38 (t-test estandar, p = 0.0794).
Ademas, en esta condicion Mc38 si indujo una activacion significativamente superior a

Py8119, diferencia que no se encontrd significativa en la condicion anterior (Figura 2.B).
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Figura 2. Comparacion de la activacion plaquetaria (expresada como fold change de CD41*CD62P*) inducida
tras co-incubacién con células tumorales de distintas lineas celulares (CarB, Panc02, Eo771, Mc38, Py8119) a
distintos ratios célula tumoral-plaqueta. A. 1:50 B. 1:100. Los datos se expresan como media del fold change +
desviacién estandar (DE); n =3-6 réplicas bioldgicas por grupo Las comparaciones estadisticas entre grupos se
realizaron mediante t-test estandar o t-test con correccion de Welch segln correspondiera. p < 0.05 se considero
significativo. * = p < 0.05; ** = p < 0.005; *** = p < 0.0005. { indica analisis con t-test de Welch.

Por otro lado, se compard la capacidad de induccion de la activacion plaquetaria de las distintas
lineas celulares para la condicion de co-incubacién de células tumorales con plaquetas a un
ratio célula tumoral-plagueta de 1:50 con 2,5 U/mL de trombina. En este caso, las diferencias
sobre la activacion plaquetaria (Expresada en fold change) inducida por las distintas lineas

celulares no resultaron estadisticamente significativas (Figura 3.A).

Segun la Figura 3.A, en esta condicidn todas las lineas celulares indujeron un aumento similar
de la activacion plaquetaria. La expresion proteica de CD62P inducida por la linea celular
Eo771 fue la mayor, seguida por las lineas celulares Panc02, Mc38 y CarB. La linea celular

Py8119 indujo una activacion plaquetaria ligeramente menor que las otras lineas celulares.



Luego de aplicar el analisis estadistico, no se encontraron diferencias significativas entre la

activacion plaquetaria inducida por ninguna de las lineas celulares en esta condicion.

En paralelo, se realizd una comparativa sobre la capacidad de induccién de la activacion
plaquetaria de las distintas lineas celulares para la condicion de co-incubacion de células
tumorales con plaquetas a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:100 méas 2,5 U/mL de trombina,
segun se muestra en la Figura 3.B. No obstante, no se encontraron diferencias significativas

entre la activacion plaquetaria inducida por las diferentes lineas celulares.

A diferencia de la condicion anterior, en la condicion de co-incubacion de células tumorales
con plaquetas a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:100 con 2,5 U/mL de trombina la linea
celular CarB fue la que indujo la mayor activacion plaquetaria, mientras que en la condicion
anterior ese puesto lo ocupaba Eo771. También se observaron variaciones en el orden relativo
de induccion de expresion proteica de CD62P ya que la linea celular Mc38 también indujo una
activacion plaquetaria superior a E0771. Asimismo, en el caso de la linea celular Panc02, se
observo una disminucion en su capacidad de induccion de la activacion plaquetaria en
comparacion con las otras lineas. Tras realizar el analisis estadistico, en esta condicion tampoco
se encontraron diferencias significativas entre la activacion plaquetaria inducida por las

diferentes lineas celulares para esta condicion (Figura 3.B).
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Figura 3. Comparacion de la activacion plaquetaria (expresada como fold change de CD417CD62P") inducida
tras co-incubacién con células tumorales de distintas lineas celulares (CarB, Panc02, Eo771, Mc38, Py8119) a
distintos ratios célula tumoral-plaqueta, en presencia de 2,5 U/mL de trombina. A. 1:50 B. 1:100. Los datos se
expresan como media del fold change + desviacion estdndar (DE); n =3-6 réplicas bioldgicas por grupo. Las
comparaciones estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test estdndar o t-test con correccion de Welch

seguln correspondiera. p < 0.05 se considerd significativo. * = p < 0.05; ** = p < 0.005; *** = p <0.0005. T indica



analisis con t-test de Welch.

Tal como se observa en la Figura 4, la activacion plaquetaria inducida por las células tumorales
a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:50, en términos generales, es comparable con la
activacion plaquetaria inducida por la presencia de 2,5 U/mL de trombina. No obstante, la co-
incubacion de plaquetas con células tumorales a un ratio célula tumoral-plagqueta de 1:50 mas
la adicion de 2,5 U/mL de trombina parece potenciar la activacion plaquetaria inducida por las
celulas tumorales en comparacion a la condicién de células tumorales a un ratio célula tumoral-

plaqueta de 1:50 en ausencia de trombina.
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Figura 4. Porcentaje de plaquetas activadas (CD41*CD62P*) tras exposicion a distintas lineas celulares (CarB,
Panc02, Eo771, Mc38, Py8119), en presencia 0 ausencia 2.5 U/mL de trombina. Los datos se expresan como

media del porcentaje * error estandar de la media (SEM); n =3-6 réplicas bioldgicas por grupo.

Ademas, con el objetivo de definir si la activacion plaquetaria inducida por las células
tumorales era generada de manera contacto-dependiente o independiente, se ajusto la estrategia

de gating para separar las poblaciones de plaquetas unidas o no a las células tumorales (Figura

5).

Los resultados mostrados en la Figura 5 a partir de esta nueva estrategia muestran que, en las
condiciones sin trombina, la expresién proteica de CD62P de las plaquetas unidas a las células
tumorales es significativamente superior a la presente en las plaquetas libres en todas las lineas
celulares, a excepcion de Py8119. Si bien el aumento en la activacion plaquetaria de las
plaquetas unidas a la linea celular Mc38 frente a las libres no resulto significativa, si se observé
una tendencia hacia la significancia (p = 0.0759, t-test con correccién de Welch) (Figura 5.C).
Asimismo, en las condiciones de células tumorales co-incubadas a un ratio célula tumoral-

plaqueta de 1:100 en presencia de 2,5 U/mL de trombina la activacion producida por las lineas



celulares CarB y Panc02 resultaron significativas frente a la producida en las plaquetas libres
(Figura 5.A-B). No obstante, eso no sucedié en las otras lineas celulares utilizadas. Por tltimo,
en la condicién de células tumorales co-incubadas a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:50
en presencia de 2,5 U/mL de trombina la activacion plaquetaria de las plaquetas unidas a células
tumorales no resulto significativamente superior en ninguna de las lineas utilizadas, al

compararlas con las plaquetas libres.
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Figura 5. Activacion plaquetaria evaluada mediante expresion de CD62P en plaquetas unidas a células (Barras
izquierdas) versus plaquetas no unidas a células (Barras derechas), en distintas lineas celulares tumorales. A. CarB
B. Panc02 C. Mc38 D. Py8119 E. Eo771. Las condiciones con “/T” indican presencia de 2,5 U/mL de trombina.
Los datos se expresan como media del porcentaje + desviacion estandar (DE); n =3-6 réplicas bioldgicas por
grupo. Las comparaciones estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test estandar o t-test con correccién
de Welch segun correspondiera. p < 0.05 se consider6 significativo. * = p < 0.05; ** = p < 0.005; *** = p <
0.0005. T indica analisis con t-test de Welch.

Con el objetivo de evaluar si los resultados observados in vitro son comparables a contextos in
vivo. se realizaron una serie de ensayos de activacion plaquetaria con plaquetas obtenidas a
partir de sangre total de ratones con y sin tumor. Los modelos murinos portadores de tumor
fueron generados mediante la implantacion de lineas celulares de adenocarcinoma pancreéatico
murino (PDAC) (Figura 6).

Los resultados obtenidos de los ensayos de activacion plaquetaria in vivo, mostrados en la
Figura 6, concuerdan con los resultados obtenidos in vitro, ya que se observa que la activacién
plaquetaria inducida por la trombina en los modelos murinos con tumor es significativamente
superior a la producida sobre las plaquetas procedentes de ratones sin tumor, sugiriendo que
las plaquetas de modelos murinos con tumor presentan una mayor reactividad frente a

estimulos activadores como la trombina.

Figura 6. Porcentaje de plaquetas
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Tras esto, con el objetivo de evaluar la capacidad de las plaquetas de inducir el cambio
fenotipico de neutréfilos inmaduros procedentes de medula sea a MDSC, se realizé una co-
incubacion de neutrdfilos inmaduros con plaguetas a un ratio neutréfilo-plagueta de 1:50, en

ausencia o presencia de 2,5 U/mL de trombina. Ademas, se realizO una preactivacion



plaquetaria utilizando 2,5 U/mL de trombina. Asimismo, se realizd una co-incubacion de

neutrofilos con lipopolisacarido (LPS) como control positivo (Figura 7).

Tal como se observa en la Figura 7, la expresion proteica de arginasa 1 (Argl), un marcador
asociado al fenotipo MDSC, aument6 en los neutréfilos co-incubados con plaquetas en
comparacion con los neutréfilos solos (N). Esta expresion fue evaluada especificamente en la
poblacién de neutréfilos Ly6G*Ly6C™, compatible con el fenotipo de Gr-MDSC en modelos
de origen murino. Las condiciones N + PTLs 1:50, N + PTLs 1:50 + THR y N + PTLs PA
mostraron una tendencia a incrementar la proporcion de neutréfilos diferenciados a MDSC.
Sin embargo, debido al limitado tamafio muestral (n = 2) no se pudo realizar un analisis
estadistico. La estimulacion con LPS (N + LPS) produjo su efecto esperado como control

positivo de la induccion de MDSCs.

Frecuencia de neutrofilos Argl* como indicador de fenotipo MDSC
tras estimulacion con plaguetas, trombina o LPS
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Figura 7. Frecuencia de neutrdfilos positivos para arginasa 1 (Argl) bajo distintas condiciones de estimulacién.
Los neutréfilos fueron incubados solos (N), con trombina (N + THR), con plaquetas (N + PTLs 1:50), con
plaquetas mas trombina (N + PTLs 1:50 + THR), con plaquetas preactivadas (N + PTLs PA) o con LPS como
control positivo (N + LPS). Los datos se muestran como media + desviacion estandar (DE); n = 1-2. Las

comparaciones estadisticas entre grupos se realizaron mediante t-test estandar.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las plaquetas de inducir la formacién de NETs, se
incubaron neutréfilos de origen murino in vitro bajo diferentes condiciones experimentales y
se analizaron mediante inmunofluorescencia utilizando DAPI, citrulina-Histona H3 (Cit-H3) y

mieloperoxidasa (MPO) (Figura 8).



Como se muestra en la Figura 8, en la condicioén control de solo neutréfilos, no se observaron
estructuras caracteristicas de NETs. Asimismo, si se observo la formacion de NETs en las
condiciones de co-incubacion de neutrdfilos con plaquetas o plaquetas activadas con trombina.
En adicion, las plaquetas pre-educadas al ser extraidas de ratones con tumores también fueron
capaces de inducir la formacion de NETs, en ausencia de trombina. Por otro lado, se observo
que los neutrofilos provenientes de ratones con tumor formaban NETs en ausencia de plaquetas.
Por 1ultimo, en la condicidon control positiva de neutrédfilos co-incubados con Forbol 12-
miristato 13-acetato (Phorbol 12-myristate 13-acetate-PMA, por sus siglas en inglés) durante

3 horas a 100 nM si se indujo la formacion de NETs, como era de esperarse.

Plaquetas activadas inducen la formacion de NETs in vitro

Control (N) PMA+N Plaquetas+N

Plaquetas + THR + N PPE+N Neutréfilos PDAC

Figura 8. La formacion in vitro de NETs se evalu6 incubando neutréfilos aislados (N) y plaquetas bajo diferentes
condiciones. Las condiciones incluyeron: Neutréfilos solos (N), neutréfilos con PMA (100 nM, 3 horas, control
positivo), neutrofilos con plaquetas (Plaquetas+N), neutréfilos con plaquetas mas 7,5 U/mL trombina
(Plaquetas+THR+N), neutréfilos con plaquetas pre-educadas por tumor (PPE+N) y neutréfilos solos aislados de
ratones portadores de tumor pancreatico (Neutrofilos PDAC). Las NETs se visualizaron mediante tincion con

DAPI (azul, nticleo), Cit-H3 (Verde) y MPO (rojo). Las flechas blancas indican NETs positivas.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de las plaquetas de inducir la expresion de PD-L1 en
la linea celular Mc38, se incubaron células tumorales con plaquetas a diferentes ratios célula

tumoral-plaqueta (1:50 y 1:100) en presencia o ausencia de trombina (7,5 U/mL). En este caso,



las diferencias sobre la expresion de PD-L1 (Expresada como porcentaje de expresion)

inducida por las plaquetas no resultaron estadisticamente significativas (Figura 9).

Segun la Figura 9, la adicion de trombina parece aumentar la expresion proteica de PD-L1 las
condiciones de co-incubacion de células tumorales con plaquetas, al compararse con las
condiciones sin trombina correspondientes. En adicion, la expresion de PD-L1 en las células
tumorales expuestas a un ratio célula tumoral-plaqueta de 1:50 mostraron un aumento con
tendencia hacia la significancia (p = 0.0569, t-test estandar) al compararse con el control
negativo (Células tumorales solas). No obstante, esto no se repite en el ratio 1:100 ni en las
condiciones con trombina. Asimismo, se observo que, en ambas condiciones, el ratio 1:50
indujo una menor expresion de PD-L1 que el ratio 1:100, sin embargo, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Por ultimo, la expresion de PD-L1 en plaquetas parecio verse

incrementada en presencia de trombina.
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Figura 9. Expresion de PD-L1 en Mc38 en condiciones con y sin trombina. Se evalud la expresion de PD-L1 en
células tumorales co-incubadas con plaquetas a diferentes ratios célula tumoral-plaqueta (1:50 y 1:100), asi como
controles de plaquetas y células tumorales solas. A. Sin trombina B. Con trombina. Los valores estan
representados como media + desviacion estandar (DE). n = 3. Las comparaciones estadisticas entre grupos se

realizaron mediante t-test estandar.

6 Discusion

Si bien la implicacion de las plaquetas en el microambiente tumoral no ha sido ampliamente
estudiada, se han realizado estudios que investigan la capacidad de las células tumorales de
inducir la activacion plaquetaria tanto de forma contacto dependiente como independiente.

Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Placke et al. (2011), quienes observaron que



las células tumorales, en presencia de plaquetas, eran recubiertas rapidamente tanto en
experimentacién in vitro como in vivo y en este estado eran capaces de inducir la activacion
plaquetaria. Estos resultados, aparte de los obtenidos en este trabajo han sido consistentes con
resultados previos (25,26). En adicién, también se ha descrito que moléculas de membrana
tales como la podoplanina, ligando de la glucoproteina P-selectina (P-selectin glycoprotein
ligand-1-PSGL-1, por sus siglas en inglés) y CD97 presentes en las células tumorales
interaccionan con las plaquetas, causando su activacion (27-30). Asimismo, estudios previos
también observaron la capacidad de las células tumorales de inducir la activacion plaquetaria
0 modular la reactividad plaquetaria través de mecanismos contacto independientes, tales como
la liberacion de vesiculas extracelulares (extracelular vesicules-EVs, por sus siglas en inglés),
citoquinas pro-inflamatorias, factores de crecimiento, moléculas inductoras de la activacion

plaquetaria (Trombina, ADP y Tromboxano A>) y factor tisular (14,31).

De forma complementaria, los resultados presentados en la Figura 6 demuestran que si bien las
lineas celulares CarB, Panc02, Eo771y Mc38 son capaces de inducir una activacion plaquetaria
significativa sobre las plaquetas unidas a su superficie, la linea celular Py8119 no. Asimismo,
esta diferencia sobre la activacion plaquetaria parecié producirse Unicamente en las
condiciones sin trombina, a excepcidn de las lineas celulares CarB y Panc02. Esto sugiere que
la activacion plaquetaria se produce a través de un mecanismo contacto-dependiente, a falta de
experimentos que lo respalden. En adicién, la incorporacion de trombina pareci6 eliminar el
efecto diferencial de las lineas celulares frente a la activacion plaquetaria, sugiriendo también
una saturacion de las rutas de sefializacion responsables de este fendmeno. Asimismo, a un
ratio célula tumoral-plaqueta de 1:100 mas 2,5 U/mL de trombina, la expresién proteica de
CD62P en las plaquetas unidas a las lineas celulares tumorales CarB y Panc02 resulto
significativamente superior a la presente en las plaquetas sueltas. Esto esta de acuerdo con la
hipdtesis de que las células tumorales no solo son capaces de activar a las plaquetas, sino

también de modular su reactividad frente a agonistas clasicos como la trombina.

Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo utilizando otras
estrategias de gating, donde se observé que varias de las lineas celulares tumorales murinas
fueron capaces de inducir activacion plaquetaria de forma estadisticamente significativa, tanto
en ausencia como en presencia de trombina (Figura 1). En conjunto, estas observaciones
apuntan a que la interaccion entre las plaquetas y las células tumorales, mediada posiblemente

por moléculas de superficie, es capaz de inducir o regular la activacién plaquetaria.



Las diferencias en la capacidad de induccion sobre la activacion plaquetaria de las diferentes
lineas celulares murinas utilizadas en este trabajo podrian atribuirse a una mayor expresion de
moléculas de membrana como la podoplanina, PSGL-1 y CD97, o a una mayor liberacién de
moléculas relacionadas con la activacion plaquetaria contacto independiente. Asimismo, la
incapacidad de inducir la activacion plaquetaria de la linea celular Py8119 también podria ser
explicada utilizando el razonamiento previo utilizando también los resultados obtenidos en la
Figura 6. Estos hallazgos abren nuevas preguntas acerca de los mecanismos subyacentes de
activacion plaquetaria por células tumorales, constituyendo una posible direccion para futuras

investigaciones.

Estos hallazgos se alinean con estudios previos donde se resalta la presencia la importancia de
estas moléculas en algunas de las lineas celulares estudiadas. En lo que respecta a las
diferencias entre las lineas celulares, en la linea celular CarB (Carcinoma de células escamosas
murino) previamente se ha documentado una elevada expresion de podoplanina, la cual se ha
relacionado con la activacion plaquetaria y progresion de la metéstasis tumoral (32,33). No
obstante, no se ha encontrado relacion entre la linea celular CarB o similares y la expresion de
PSGL-1 o0 CD97. Por otro lado, la linea celular Panc02 (Adenocarcinoma ductal pancreatico)
si es capaz de expresar PSGL-1, el cual ha sido relacionado con la generacion de trombos in
vivo por Thomas et al. (2009) (34). Asimismo, aunque la expresién de CD97 en Panc02 no se
ha investigado explicitamente, si se ha evidenciado expresion de CD97 en adenocarcinomas
pancreaticos (35). No obstante, esta linea celular no expresa podoplanina en su superficie (36).
Similarmente, la linea celular Mc38 (Adenocarcinoma de colon murino) tampoco expresa
podoplanina en su superficie. Al contrario, si se han realizado investigaciones que describen la
expresion de CD97 en lineas de carcinoma colorrectal humano tales como HCT116 y HT-29
(37). La expresion de PSGL-1 en esta linea celular tampoco ha sido investigada, pero estudios
previos han encontrado que fragmentos de mucinas provenientes de la linea celular LS180
(Adenocarcinoma de colon humano) y otros carcinomas cuentan con O-glicanos sialilados,
fucosilados y sulfatados que también son capaces de unirse al CD62P plaquetario similar a
PSGL-1 (38). En el caso de la linea celular E0771 (Neoplasias malignas de glandula mamaria
murina), la expresién de podoplanina se ha relacionado con la transicion epitelio-mesenquimal,
expresion de colageno e hipoxia en tumores primarios de cancer de mama triple negativo (39).
Al contrario, no se han realizado investigaciones previas que relacionen esta linea celular con
la expresion de tanto PSGL-1 como CD97. Por ultimo, la linea celular Py8119 (Neoplasias

malignas de glandula mamaria murina) no se ha relacionado con la expresion de PSGL-1 y



CD97. No obstante, es posible que esta linea celular sea capaz de expresar podoplanina dado a
que deriva de un tumor mamario de un modelo murino MMTV-PyMT. Utilizando este mismo
modelo, Chen et al. (2018) identifico una expresion de podoplanina en los vasos linfaticos

tumorales, la cual relaciono con la regulacion de la diseminacion metastésica (40).

En cuanto a los mecanismos de activacion plaquetaria contacto-independientes, existe la
posibilidad de que la linea celular CarB sea capaz de liberar EVs que inducen la activacion
plaquetaria a través de rutas relacionadas con el factor tisular basandonos en un estudio reciente
realizado por Weiser et al. (2025) utilizando lineas celulares de origen humano derivadas de
carcinoma de células escamosas (41). Asimismo, la linea celular Panc02 también es capaz de
liberar EVs capaces de activar las plaquetas a través del receptor tipo 1 de interleucina 1
(Interleukin 1 receptor-like-1-ST2, por sus siglas en inglés) debido a su contenido de IL-33
(42). Por otro lado, la linea celular Eo771 tiene la capacidad de liberar EVs, aunque hasta la
fecha no se han realizado investigaciones que liguen el contenido de estas con la activacion
plaquetaria (43). En adicion, la linea celular Mc38 también es capaz de liberar EVs capaces de
influir en el TME, aunque adn no se ha establecido una relacion entre estas EVs'y la activacion
plaquetaria (44). Por ultimo, aunque si existe evidencia de que las células tumorales derivadas
de canceres de mama liberen EV, no se han realizado estudios que relacionen directamente las

EVs liberadas por la linea celular Py8119 con la activacién plaquetaria (45).

Adicionalmente, aunque no se han identificado estudios directos existe la posibilidad de que la
linea celular CarB sea capaz de liberar TGF-B, IL-6 y el factor de crecimiento endotelial
vascular (Vascular endothelial growth factor-VEGF, por sus siglas en inglés) dado que
estudios previos han demostrado que su liberacion en carcinomas de células escamosas (46—
48). En un estudio realizado por Gnerlich et al. (2015), se reporta que la linea celular Panc02
libera de forma constitutiva tanto TGF- asi como IL-6 e IL-1 3, aunque estos tltimos a niveles
bajos (49,50). En el caso de la linea celular Eo771, estudios previos han encontrado altos
niveles de TGF- e IL-6, relacionandolos con la progresion tumoral (51). Por Gltimo, las lineas
celulares Mc38 y Py8119 también son capaces de liberar TGF-f en grandes cantidades segin
estudios realizados por Sow et al. (2019) y Biswas et al. (2014) respectivamente. Ademas, en
el caso de Mc38 se ha documentado la secrecion de VEGF-A (52). Si bien no se confirma
explicitamente la liberacion de TGF-f por la linea celular Py8119, si se detecta una

fosforilacion basal de Smad 2/3 que se atribuye a una sefializacién autocrina (53,54).

En conjunto, los datos obtenidos identifican la capacidad de induccion de la activacion



plaquetaria de las lineas celulares CarB y Panc02 como la mas intensa. Basandonos en
hallazgos previos, estas diferencias podrian atribuirse tanto a la expresion de proteinas de
membrana tales como la podoplanina, PSGL-1 y CD97 como a la liberacion de mediadores de
la activacion plaquetaria contacto-independientes como EVs, TGF-B, IL-6 e IL-1B. Por el
contrario, la linea celular Py8119 mostro una capacidad limitada de inducir la activacion
plaquetaria, probablemente debido a una menor expresion de moléculas de membrana, dado

que si se ha confirmado su capacidad de secrecion de TGF-p.

Adicionalmente, al observar los resultados obtenidos en las Figuras 4 y 5 de forma conjunta,
se observa que la co-incubacion de las plagquetas con las células tumorales tienen la capacidad
de inducir una activacion plaquetaria comparable a la inducida por la trombina a una
concentracion de 2,5 U/mL. Sin embargo, cuando se realizd la co-incubacion de las células
tumorales mas 2,5 U/mL de trombina, se observd un incremento adicional sobre la activacion
plaquetaria. Este hallazgo sugiere un posible efecto sinérgico entre las rutas de activacion
plaquetaria utilizadas por las células tumorales y la trombina. Esta hipdtesis se ve respaldada
por lo observado en la Figura 4, donde la incorporacion de trombina a la condicion de co-
incubacion de células tumorales, a un ratio célula tumoral-plagueta de 1:100, elimino el efecto
diferencial que tenian las distintas lineas celulares tumorales sobre la activacion plaquetaria.
Esto podria indicar que se alcanz6 un nivel de activacion plaquetaria maximo. En conjunto,
estos resultados apuntan a que las células tumorales tienen la capacidad no solo de activar a las
plaquetas, sino de amplificar el efecto activador de la trombina. En adicion, la Figura 6 muestra
que, incluso en presencia de trombina, las plaguetas unidas a las lineas celulares tumorales
CarB y Panc02 expresan mas CD62P que las no unidas. Esto sugiere que algunas lineas
celulares no solo tienen la capacidad de activar directamente a las plaquetas, sino que también
pueden modular su reactividad frente a agonistas clasicos como la trombina. Un estudio
reciente realizado por Dudiki et al. (2023) también ha encontrado que la activacion plaquetaria
inducida por EVs liberadas por células tumorales era comparable a la activacion plaquetaria
causada agonistas plaquetarios clasicos como la trombinay el ADP (31). Asimismo, si bien las
células tumorales tienen la capacidad de activar las plagquetas a través de la interaccion con
moléculas de membrana o factores solubles liberados al TME, también son capaces de modular

la reactividad plaquetaria a la trombina a través de la liberacion de TGF-f, IL-6, VEGF y EVs.

Al realizar los ensayos de activacién plaquetaria in vivo, se observo que las plaquetas
procedentes de modelos murinos portadores de tumor mostraron una activacion superior a las

procedentes de modelos murinos sin tumor. Este fendmeno podria estar mediado por sefiales



solubles liberadas por las células tumorales o por el contacto con células tumorales circulantes
(CTC) (26). Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos in vitro en este trabajo,
donde se observo que las células tumorales eran capaces de modular la reactividad plaquetaria
frente a la trombina. En conjunto, estos resultados corroboran que los resultados observados in
vitro, al menos en el caso de la linea celular Panc02, se pueden extrapolar a experimentos in
vivo. Ademas, esos resultados también apuntan a que las plaquetas, tras activarse mediante la
interaccion con células tumorales, son capaces de reingresar a la circulacion sistémica. No
obstante, serd necesario realizar estudios adicionales para comprobar que los resultados

obtenidos en las otras lineas tumorales utilizadas también se reproducen in vivo.

En cuanto a la capacidad de las plaquetas de inducir el cambio fenotipico de neutrofilos de
origen murino a MDSC, se observd que él porcentaje de expresion proteica de Argl dentro de
la subpoblacién de neutréfilos Ly6G*Ly6C* en las condiciones de co-incubacion de neutréfilos
con plaquetas, plaguetas mas trombina y plaquetas preactivadas con trombina era mayor que
en la condicion control de neutréfilos solos. Estos resultados sefialan la posibilidad de que la
interaccion entre los neutréfilos inmaduros y las plaquetas sea capaz de inducir un cambio
fenotipico en los neutrofilos, diferenciandolos a un fenotipo inmunosupresor como las MDSC.
No obstante, no se han podido realizar andlisis estadisticos debido al bajo nimero de replicas
bioldgicas realizado (n = 2). A pesar de esta limitacion, se puede observar que la expresion
proteica de Argl inducida por la co-incubacion de neutréfilos con plaquetas, plaquetas con
trombina y plaquetas preactivadas es comparable con la producida por el control positivo, en
este caso LPS. Un estudio reciente realizado por Dahal et al. (2024) relacion6 el factor
activador de plaquetas (Platelet-Activating Factor-PAF, por sus siglas en inglés), un lipido
bioactivo liberado por las plaquetas, con la diferenciacion de neutréfilos hacia un fenotipo
MDSC al inducir una mayor expresién de marcadores como la arginasa 1 y dcTRAIL-R1
(55,56). Asimismo, estudios previos también han observado que las plaquetas o factores
solubles liberados por las mismas también son capaces tanto de inducir el reclutamiento de
MDSC al tumor como de potenciar su capacidad inhibitoria a nivel transcripcional (24). Por lo
tanto, los resultados obtenidos en este trabajo, junto con la evidencia existente, respaldan la
hipétesis de que las plaguetas son capaces de inducir la diferenciacion de neutrofilos hacia un
fenotipo MDSC.

En cuanto a la capacidad de las plaquetas para inducir la NETosis en neutréfilos, se observo
que la co-incubacion de neutrdfilos con plaquetas en estado basal como activadas por trombina

era capaz de desencadenar la formacion de NETs. Asimismo, la co-incubacién de neutrofilos



con plaguetas pre-educadas en un entorno tumoral también desencadeno la promovid la
NETosis en ausencia de trombina. Por otro lado, los neutrdfilos aislados de ratones con tumor
también formaron NETs sin necesidad de estimulos adicionales, lo cual sugiere que el
microambiente tumoral tiene la capacidad de inducir la NETosis directamente in vivo, En
conjunto, los resultados obtenidos apuntan a que las plaquetas son capaces de desencadenar la
NETosis e influir en la evasion inmune tumoral independientemente de su estado de activacion.
Ademas, lo observado también concuerda con lo observado previamente en este trabajo, dado
que se puede observar que la presencia de células tumorales es capaz de influir sobre el
comportamiento de las plaquetas. Estos resultados concuerdan por lo observado por Caudrillier
et al. (2012), donde al co-incubar neutrofilos humanos con plaguetas activadas previamente
con trombina, se observd una robusta formacion de NETs en comparacion al control negativo
en un modelo de dafio pulmonar agudo. A diferencia de lo reportado por este estudio, en nuestro
modelo murino si se produjo la formacion de NETSs al co-incubar neutréfilos con plaquetas en
estado basal. Esta diferencia podria atribuirse al uso de células murinas en nuestro modelo,
mientras que el estudio previo fue realizado en humanos, lo cual podria influir en la sensibilidad
de los neutrdfilos a las plaquetas basales (57). Asimismo, el efecto observado de las células
tumorales y el microambiente tumoral sobre las plaquetas y los neutréfilos consiste con lo
reportado por Cedervall et al. (2015), ya que también observaron que los tumores eran capaces
de activar neutrdfilos en modelos murinos, favoreciendo la formacion de NETs en 6rganos
distantes (58). Ya que la NETosis ha sido asociada previamente con la disfuncién de células
inmunes efectoras, los resultados obtenidos apoyan la posibilidad de que las plaquetas, al

inducir la formacion de NETSs, tienen un rol a la evasion inmune tumoral (12).

Por altimo, a partir de los resultados observados en la Figura 9, se sugiere que las plaquetas
son capaces de inducir la expresion de PD-L1 en las células tumorales de la linea celular Mc38.
Asimismo, este efecto también parece ser potenciado por la presencia de trombina. Si bien las
diferencias no se encontraron estadisticamente significativas, posiblemente atribuible al
numero limitado de replicas biologicas, posiblemente un aumento de muestra permitiria
mejorar la potencia estadistica del analisis y reducir la variabilidad. En adicién, la mayor
expresion de PD-L1 a un ratio 1:100 podria indicar que en este caso el ratio célula tumoral-
plaqueta y la expresion proteica de PD-L1 siguen una correlacion positiva. Finalmente, dentro
del contexto tumoral, estos hallazgos son sumamente relevantes dada la importancia de PD-
L1.

Aunque es bien sabido que ciertos tipos celulares expresan PD-L1 como mecanismo para



evadir la respuesta inmunitaria, la contribucion de las plaguetas a este proceso no ha sido
explorada ampliamente. No obstante, un estudio realizado por Zaslavsky et al. (2020) encontrd
que las plaquetas intratumorales de tumores PD-L1 negativos, a través de PD-L1, influyen en
la supresion de la respuesta inmunitaria (59). Esto destaca la importancia de las plaquetas como
fuente alternativa de PD-L1 en el TME. En conjunto, estos descubrimientos subrayan la
necesidad de considerar el papel de las plaquetas y su activacién en la evasion inmunitaria

tumoral.

Por ultimo, los objetivos de este trabajo se alinean con los objetivos de desarrollo sostenible
establecidos por las Naciones Unidas (Agenda 2030). En especifico, el objetivo 3 (Garantizar
una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades) se liga estrechamente
con la linea de investigacion llevada a cabo en este trabajo. Este trabajo investiga el papel de
las plaguetas dentro del contexto tumoral, incluyendo su capacidad de inducir la diferenciacién
de neutrofilos a MDSC, promover la NETosis y aumentar la expresion de PD-L1 en células
tumorales. Estos hallazgos abren nuevas lineas de investigacion dentro de las areas de la
inmunologia y oncologia, permitiendo en un futuro mejorar los tratamientos y pronosticos de
enfermedades relacionadas a estas areas. Asimismo, este trabajo se alinea con el subobjetivo
3.4 de la agenda 2030 de las Naciones Unidas, el cual aboga por reducir en un tercio la
mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante la prevencion y el

tratamiento y promover la salud mental y el bienestar para el 2030.

7 Conclusion

A partir de los resultados obtenidos durante este estudio, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

1. Las lineas celulares utilizadas en este estudio mostraron diferencias significativas en su
capacidad de inducir la activaciéon plaquetaria, tanto en ausencia como presencia de
trombina. Asimismo, los resultados sugieren que esta activacion plaquetaria parece
depender, al menos en parte, de mecanismos contacto dependientes. Ademas, se
observo que las células tumorales tienen la capacidad para modular la reactividad
plaquetaria frente a la trombina. Por Gltimo, entre las lineas celulares analizadas, CarB
y Panc02 destacaron por inducir la activacion plaquetaria mas intensa. Estos resultados
también se pudieron observar in vivo.

2. Los resultados obtenidos sugieren que las plaquetas podrian estar relacionadas con la



induccion del cambio fenotipico de neutrofilos murinos hacia un fenotipo
inmunosupresor tipo MDSC. No obstante, el limitado tamafio muestral no ha permitido
realizar anlisis estadisticos. Asimismo, las diferencias observadas sobre la expresion
de Argl inducida por las plaguetas resulto comparables con la producida por el control
positivo. Estos hallazgos coinciden con estudios previos, respaldando la hipotesis de
que las plaquetas participan en la generacion de células con actividad inmunosupresora
dentro del microambiente tumoral.

Los hallazgos de este estudio sefialan a que las plaquetas activadas tienen la capacidad
de inducir la expresion de PD-L1 sobre una linea celular tumoral como Mc38. Aunque
las diferencias encontradas no resultaron estadisticamente significativas, si se pudo
observar una tendencia hacia la significancia. Ademas, también se observo una posible
correlacion positiva entre el ratio célula tumoral-plaqueta y la expresion de PD-L1 en
la linea celular Mc-38. Los resultados obtenidos se alinean con estudios previos,
reforzando la hipotesis de que las plaguetas pueden contribuir a la capacidad de los
tumores para evadir la respuesta inmunitaria.

Los resultados obtenidos indican que tanto las plaquetas activadas por trombina como
en estado basal son capaces de inducir la NETosis en neutrofilos murinos. Asimismo,
se observo que las plaquetas pre-educadas extraidas de modelos murinos con tumor
también fueron capaces de promover la formacion de NETs en ausencia de trombina.
Por altimo, los neutrofilos extraidos de modelos murinos con tumor también mostraron
formacion espontanea de NETSs, abriendo la posibilidad de que el microambiente
tumoral sea capaz de promover la NETosis in vivo. Lo encontrado concuerda con
estudios previos, respaldando la hipétesis de que las plaquetas son capaces de inducir

la formacion de NETS, contribuyendo a la evasion inmunitaria tumoral.
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Figura 10. Analisis en FACS representativo de una poblacion de plaquetas en estado basal y plaquetas activadas
con trombina.
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Figura 11. Estrategia de gating utilizada para el andlisis por citometria de flujo de los ensayos de activacion
plaquetaria.
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Figura 12. Estrategia de gating para el andlisis por citometria de flujo de los ensayos de activacion plaquetaria,
subdividiendo los agregados célula tumoral-plaqueta de las plaquetas no unidas a células tumorales.
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Figura 13. Estrategia de gating para el analisis por citometria de flujo de los ensayos de diferenciacién de
neutrofilos a MDSCs.
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Figura 14. Estrategia de gating para el anélisis por citometria de flujo de los ensayos de expresion de PD-L1 en
Mc38.



