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RESUMEN

Tradicionalmente las plaquetas han sido consideradas uno de los elementos clave en los
procesos de hemostasia primaria y trombosis. Sin embargo, desde hace algunos afos se
conoce y estudia el papel que juegan estas células en el desarrollo, crecimiento y extensién
tumoral. El objetivo de este trabajo ha sido revisar la evidencia cientifica disponible que
investigue las relaciones entre las plaquetas y las células tumorales, asi como la posible
aplicacidn clinica que esta interaccion podria tener en el diagndstico y tratamiento oncoldgico.
Las plaquetas promueven el desarrollo de los tumores estimulando la angiogénesis, la
induccion de la transicion epitelio-mesenquimal en las células tumorales, la migracion
transendotelial, y confiriendo proteccién a las células tumorales circulantes frente a la accién
citolitica de las células NK, lo que contribuye a la formacion de metastasis. A su vez, las células
tumorales inducen aumento del nimero de plaquetas (trombocitosis), asi como la agregacion
y activacidon plaquetaria mediante la secrecién de diversos mediadores, y transfieren
biomoléculas del tumor a las plaquetas modificando asi su contenido de ARN y proteinas. Estos
cambios en el perfil de ARN y de proteinas plaquetarias han demostrado ser utiles para la
deteccion precoz de diferentes tumores asi como para evaluar la respuesta al tratamiento
guimioterdpico, de forma que se ha propuesto que las plaquetas podrian ser una nueva forma
de biopsia liquida. Existen numerosas evidencias a nivel preclinico y clinico de que los farmacos
antiplaquetarios ejercen un efecto antitumoral. De todos ellos, el acido acetilsalicilico
(aspirina) es el mas estudiado, observdndose que disminuye, incluso a dosis bajas como las
utilizadas en prevencién cardiovascular, la incidencia y mortalidad de distintos tipos de cancer,
especialmente del tracto gastrointestinal. Ademas, el uso de aspirina en pacientes oncoldgicos
se ha asociado con un descenso en el nimero de metastasis. A pesar de las evidencias que
avalan el uso de la terapia antiplaquetaria en pacientes oncoldgicos quedan todavia muchas
cuestiones por definir, como el tipo de droga, la dosis, y duracién éptimos asi como el tipo de

paciente y tumor candidato idéneos.

Palabras clave: Plaquetas, aspirina, quimioprevencion en céancer, biopsia liquida,

microambiente tumoral, angiogénesis, metastasis.



ABSTRACT

Platelets have traditionally been considered as one of the key elements in the primary
hemostasis and thrombosis processes. However, the role of these cells in tumor development,
growth and extension has been known and studied for some years. The objective of this study
was to review the available scientific evidence to investigate the relationships between
platelets and tumor cells, as well as the possible clinical application that this interaction might
have on cancer diagnosis and treatment. Platelets promote the development of tumors by
stimulating angiogenesis, induction of the epithelial-mesenchymal transition in tumor cells,
transendothelial migration, and conferring protection to circulating tumor cells against the
cytolytic action of NK cells, which contributes to the formation of metastases. In turn, tumor
cells induce increased platelet count (thrombocytosis), as well as platelet aggregation and
activation through the secretion of various mediators, and transfer biomolecules from the
tumor to the platelets thus modifying their RNA and protein content. These changes in the
RNA and platelet protein profile have been shown to be useful for the early detection of
different tumors as well as to evaluate the response to chemotherapeutic treatment, so it has
been proposed that platelets could be a new form of liquid biopsy. There is considerable
evidence at the preclinical and clinical level that antiplatelet drugs exert an antitumor effect.
Of these, acetylsalicylic acid (aspirin) is the most studied, and it is observed that the incidence
and mortality of different types of cancer, especially those of the gastrointestinal tract,
decrease even at low doses such as those used in cardiovascular prevention. In addition, the
use of aspirin in cancer patients has been associated with a decrease in the number of
metastases. Despite the evidence supporting the use of antiplatelet therapy in cancer patients,
many questions still remain to be defined, such as the optimal type of drug, dosage and

duration as well as the type of patient and tumor candidate.

Key words: Platelets, aspirin, chemoprevention in cancer, liquid biopsy, tumor

microenvironment, angiogenesis, metastases.



INTRODUCCION

Plaquetas: biogénesis y estructura.

Las plaquetas son pequefios fragmentos subcelulares (2-3 um de didametro, ~0,5 um de
espesor y 6-10 fL de volumen) que circulan por el torrente sanguineo a una concentracion de
150 y 350 x 10° /mL en condiciones fisioldgicas. Se originan a partir de los megacariocitos,
células hematopoyéticas poliploides, que sufren un proceso de diferenciacién y maduracion
denominado trombopoyesis en respuesta a la accion de las interleucinas IL-3, IL-6, IL-11, y
trombopoyetina. Si bien tradicionalmente se ha considerado a la médula ésea el principal
drgano productor de plaquetas, un estudio realizado en ratones recientemente publicado en
Nature, ha demostrado que los pulmones pueden contribuir de forma importante a la
produccidn de plaquetas, siendo responsables de hasta un 50% de la misma, lo que suponen
10 millones de plaquetas por hora'?. La vida media de las plaquetas es de 7-10 dias, siendo
destruidas por las células de Kupffer en el higado y en el bazo. A pesar de su pequefio tamafio
y su ausencia de nucleo, las plaquetas presentan una gran complejidad estructural y
bioquimica. Desde un punto de vista conceptual, en la estructura de la plaqueta pueden
diferenciarse cuatro zonas: la zona periférica, la zona sol-gel, la zona de organelas y el sistema
de membranas. La zona periférica estd formada por la membrana plasmdtica que contiene
numerosos receptores protéicos que interaccionan con diferentes agonistas externos
desencadenando diversas reacciones plaquetarias, y el glicocdlix que estd compuesto por
glicoproteinas y permite que la plaqueta se adhiera a las superficies tales como el coldgeno de
los vasos dafiados. La zona de sol-gel es la zona periférica del citoplasma que observada al
microscopio presenta una apariencia de gel liquido transparente. Contiene microtubulos
organizados y microfilamentos, que constituyen el sistema contrdctil de las plaquetas, lo que
permite a las plaquetas cambiar de forma cuando se activan. La zona de organelas, con
mitocondrias, lisosomas, y dos tipos de granulos, los alfa granulos y los granulos densos. Los
primeros contienen factores de coagulacién, factores fibrinoliticos, factores de crecimiento, y
citoquinas. Los segundos son ricos en calcio, fosfato, magnesio, serotonina, ATP y ADP. Por
ultimo, el sistema de membranas esta formado por un sistema de canaliculos abierto, que son
conductos membranosos que se prolongan desde la membrana plasmatica hacia el interior de
la célula, y el sistema tubular denso derivado del reticulo endoplasmatico rugoso de los

megacariocitos.
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Figural:Autor Dr G.Beards. https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Platelet structure.pngifilelinks

A pesar de que las plaquetas, al no tener nucleo, carecen de ADN gendmico, contienen cierta
cantidad de ARN de los megacariocitos y se ha demostrado que son capaces de sintetizar
proteinas de novo. Asi, en respuesta a la activacion plaquetaria se ha demostrado la traslacién

de proteinas con actividades bioldgicas relevantes 2

En estado basal, las plaquetas presentan forma de disco y circulan libres por el torrente
sanguineo. Cuando se produce dafio o disfunciéon del endotelio vascular, las plaquetas se
activan, sufriendo un cambio estructural en el que se forman protuberancias de la membrana
plasmatica a modo de pseuddpodos y la plagueta se expande, adheriéndose al endotelio
lesionado. Entonces, las plaquetas liberan una serie de factores de crecimiento y mediadores
inflamatorios que sirven para reclutar células inflamatorias. En esta situacidn, las plaquetas
liberan ADP y sintetizan prostanoides, principalmente Tromboxano A, que se sintetiza en la
plagueta como consecuencia de la liberacién de acido araquiddnico por la accion de la
fosfolipasa A;. El acido araquiddnico es el sustrato de la ciclooxigenasa-1 (COX-1). La COX-1
producird endoperdxidos ciclicos de las prostaglandinas, PGG, y PGH, como productos
iniciales, que se trasformaran en Tromboxano A2 (TxA;) por accidén de una sintasa especifica, la
TxA; sintasa. De esta forma se produce lo que se conoce como fendmeno de reclutamiento
plaguetario que consiste en la amplificacion de la respuesta plaquetaria mediante la activaciéon
de otras plaquetas, lo que conduce finalmente a la formaciéon de agregados plaquetarios. El

TxA,, ademas de activar mas plaquetas, contraerd las células del musculo liso vascular?.

Si bien tradicionalmente se ha considerado que el mantenimiento de la hemostasia constituye
el principal rol de las plaguetas, en la actualidad se sabe que también juegan un papel crucial
en muchas otras funciones biolégicas, algunas beneficiosas como el mantenimiento de la
integridad vascular, y otras patoldgicas como la inmunidad, la inflamacion, la aterotrombosis o

el cancer.
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Cancer y tromboembolismo.

En 1865, Armand Trousseau advirtié que algunos de sus pacientes presentaban episodios
trombdticos previamente al diagndstico de un proceso canceroso subyacente. Fue el primer
autor en relacionar la disregulacion del sistema hemostatico con el desarrollo de neoplasias.
En sus estudios, Trousseau describid 182 casos de tromboflebitis primaria en pacientes con un
carcinoma oculto, haciendo especial énfasis en la presencia de microtrombos ricos en

plaquetas en la vasculatura tanto arterial como venosa®*”.

Las células cancerigenas son el principal componente para la formacién y progresiéon de
tumores. Sin embargo, existen evidencias que demuestran que estas células cancerigenas por
si solas no podrian llevar a cabo los procesos de crecimiento e invasion tumoral. Para ello
requieren la ayuda de numerosos elementos tales como fibroblastos, células del sistema
inmune, factores de crecimiento, células endoteliales, citoquinas, moléculas formadoras de
matriz extracelular y también las plaquetas. Todo ello forma el llamado microambiente

tumoral, que juega un papel crucial habilitando la progresion y supervivencia tumoral®.

La relacién entre cancer y tromboembolismo estd claramente demostrada, y de hecho el
tromboembolismo representa la segunda causa de muerte en el cancer por detrds de las
metastasis a distancia. La tromboprofilaxis primaria con heparinas de bajo peso molecular ha
demostrado disminuir significativamente el indice de eventos trombdticos en pacientes

oncolégicos bajo tratamiento quimioterapico’.

Esta relacién entre cdncer y tromboembolismo ha sido confirmada mediante estudios
retrospectivos que demuestran un aumento significativo del riesgo de padecer un cancer
subyacente en aquellos pacientes en los que se diagnostica un proceso tromboembdlico
primario. Asi, en un estudio realizado en Dinamarca, se seleccionaron casos de pacientes con
diagndstico previo de trombosis venosa profunda o de tromboembolismo pulmonar primarios,
definiéndose como primarios los casos de pacientes sin un proceso canceroso conocido
subyacente, no embarazadas, y con un periodo de tiempo de mas de 6 meses desde la ultima
intervencién quirdrgica. Se seleccionaron 15348 pacientes con diagndstico de trombosis
venosa profunda primaria y 11305 con diagndstico de tromboembolismo pulmonar primario.
Basandose en las tasas de incidencia nacional ajustadas por sexo y edad se calculé la incidencia
esperada de cancer en estos pacientes si tuvieran el mismo riesgo que la poblacién general. La
tasa de diagndstico de céncer fue multiplicada por 3 durante los seis primeros meses de
seguimiento. En los pacientes no diagnosticados de cancer en estos primeros 6 meses de

seguimiento post-evento, la tasa de diagndstico se acercaba a la de la poblacién general. Asi,
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se demuestra que el cdncer es la causa provocadora y no la consecuencia de muchos procesos
tromboembdlicos primarios, y alerta sobre la necesidad de descartar la presencia de
neoplasias ocultas en pacientes con un evento embdlico de nuevo diagndstico sin causa

primaria conocida®.

La trombocitosis puede encontrarse en un 10-57% de los pacientes con cdncer, variando este
ndmero en funcién del tipo de cancer®’. De acuerdo a un estudio realizado en 1998 la
trombocitosis previa a la cirugia en pacientes con cancer colorrectal era un factor
independiente de mayor mortalidad, y por tanto se considera un factor independiente de mal

prondstico.

Del cancer a la trombocitosis.

Dada la relacién entre cancer y trombocitosis, resulta de gran interés conocer los mecanismos
qgue conducen de un proceso a otro. El proceso de agregacién plaquetaria inducida por células
tumorales es conocido como TCIPA por sus siglas en inglés (tumor cell-induced platelet

agregation).

Son varios los mecanismos que permiten a la célula tumoral favorecer un estado de
trombocitosis, el cual, como veremos mas adelante, le beneficia de cara a los procesos de

desarrollo tumoral, angiogénesis, extravasacidon y metastasis.

Algunas células tumorales tienen la capacidad de secretar la hormona trombopoyetina, la cual
estimula la maduracién de los megacariocitos y la formacion por tanto de plaquetas. En un
estudio se analizd la presencia de trombopoyetina en 27 tumores, encontrandose dicha
hormona en la mayoria de los casos. Sin embargo, los niveles de trombopoyetina no se
correspondian con los niveles de trombocitosis, lo cual sugeria la necesaria participacion de

otros factores 1°.

Otra posible molécula relacionada con la activacion de TCIPA se trata de la podoplanina,
expresada en diversas lineas tumorales como mesotelioma, glioblastioma, carcinoma
pulmonar o carcinoma colorrectal. El receptor CLEC-2 (C-Type lectin —like receptor ) se expresa
en las plaquetas y es uno de los receptores de las podoplaninas. La interaccién entre

podoplanina y CLEC-2 activa la proliferacion y agregacién plaquetaria’*®.

Las células tumorales, ademas de los mecanismos descritos, pueden provocar un aumento en
el recuento plaquetario por métodos indirectos. Uno de ellos es la produccién de factor tisular.

El factor tisular, el principal iniciador de la cascada de la coagulacion en humanos, activa



también las plaquetas. Se ha demostrado que, en los carcinomas colorrectales, un aumento en
la expresion de factor tisular se asocia a un mayor nimero de metdstasis tanto linfaticas como
hepaticas. La inhibicion de este factor tisular ha conseguido disminuir el nimero de estas
metastasis en experimentos in vitro y en ensayos con ratones. La expresién aberrante de
factor tisular por parte de los carcinomas colorrectales podria estar directamente ligada a la
expresion del oncogen k-ras o a la pérdida de supresién tumoral derivada de las mutaciones en

el gen p531%13,



OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo ha sido investigar la evidencia cientifica disponible acerca de:

1- El papel de las plaquetas en el desarrollo y la progresién de los tumores asi como los

mecanismos moleculares implicados.

2- La aplicacidn clinica que la interaccion de las plaquetas con las células tumorales podria
tener desde dos puntos de vista: el uso de las plaquetas como biomarcadores para establecer
el diagnodstico y prondstico de los tumores y la utilidad de los fdrmacos antiplaquetarios en Ia

prevencidn y/o tratamiento del cancer.



MATERIAL Y METODOS

Para la consecucién de los objetivos del trabajo, se ha realizado una busqueda sistematica en
la base de datos PUBMED de estudios observacionales (casos-control y cohortes), revisiones
bibliograficas, revisiones sistemdaticas , metaandlisis y ensayos clinicos controlados vy
aleatorizados publicados en inglés o espafiol, durante el periodo de tiempo comprendido entre
1995 y 2017, que evaluasen las relaciones existentes entre las plaquetas y el cancer, asi como

las potenciales aplicaciones diagndsticas, prondsticas, preventivas y terapéuticas.

Para la busqueda se emplearon términos clave como “platelets and cancer”, “platelets
angiogenesis”, “platelets metastasis”, “platelets cancer”, “aspirin cancer”, “antiaggregant”,
“biomarker”. Tras revisar los resiumenes de los articulos, se seleccionaron aquellos

relacionados con los objetivos del presente trabajo.

Igualmente, se ha realizado una busqueda en la pagina web clinicaltrial.gov con los términos
de busqueda “aspirin and cancer” para obtener informacién sobre los ensayos clinicos que se

estan llevando a cabo en la actualidad y todavia no han sido publicados.
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RESULTADOS

1) Mecanismos implicados en la interaccion plaquetas-cancer

1.1Relacién entre plaquetas y angiogénesis.

Los tumores, para crecer en tamaio y poder llevar a cabo los procesos de extravasacion y
metastasis, necesitan de un continuo aporte de nutrientes y oxigeno. Es por ello que la red de
vasos que nutre el tumor tiene que crecer en la misma medida que lo hace el tumor en si
mismo. Para ello, debe darse el proceso de neovascularizacidon conocido como angiogénesis.
Estd demostrado que los tumores, sin la produccion de nuevos vasos, no serian capaces de
crecer mas alla de 2-3 milimetros. Es por ello que la angiogénesis es considerada uno de los

procesos absolutamente claves en la supervivencia tumoral y por tanto una diana terapéutica.

La primera publicacion que establecia un vinculo entre plaquetas y angiogénesis fue elaborada
por Pinedo y Folkman en 1998. Los autores propusieron que las plaquetas contribuian a la
angiogénesis tumoral, basando su hipdtesis en que las plaguetas son una fuente importante de

elementos estimuladores e inhibidores de la angiogénesis®*.

La relaciéon entre angiogénesis y plaquetas ha sido demostrada en experimentos in vivo como
el realizado en 2004 por Rhee Js et al*®. Este experimento fue realizado en ratones, a los cuales
se sometié a unas condiciones de hipoxia retiniana con el objetivo de que desarrollaran
retinopatia hipodxica y se produjera el fenémeno de angiogénesis. Tras esto, se indujo
artificialmente en los ratones unas condiciones de trombocitopenia y se inhibid el proceso de
agregacioén plaquetaria a través del bloqueo de receptores especificos como el alfallbetalll-
integrina o la administracion de Aspirina. El resultado fue una reducciéon del 35-50% en la
neovascularizacion retiniana, quedando asi demostrada in vivo la conexién entre plaquetas y

angiogénesis.

El proceso de angiogénesis tiene lugar debido a un desbalance entre la liberacién de factores
pro-angiogénicos y anti-angiogénicos. Las plaquetas contienen en su interior particulas tanto
pro-angiogénicas como anti-angiogénicas, aunque en los procesos tumorales el balance global
es a favor de la angiogénesis. El principal factor pro-angiogénico conocido es el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), existiendo otros como el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de

crecimiento insulinico tipo 1 (IGF I) y el factor de crecimiento insulinico tipo 2 (IGF 1), mientras
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que los anti-angiogénicos mas importantes son la endostatina, el factor de crecimiento

tumoral beta (TGF- beta) o el factor plaquetario 4(PF-4) 1°.

Existen estudios que sugieren que la secrecidon de factores pro o anti-angiogénicos es un
proceso regulado. Las plaguetas almacenan estos mediadores en su interior en alfa-granulos
separados, y la estimulacién de los receptores PAR-1 o PAR-4 provoca la secrecién de pro-
angiogénicos o anti-angiogénicos. Ma et al fueron los primeros en demostrar la relacién entre
la estimulacion de los receptores de trombina presentes en las plaquetas PAR-1 y PAR-4 y la
secrecion de sustancias pro o anti-angiogénicas '’. Asi, la estimulacién del receptor PAR-1
provoca un aumento en la secrecion de VEGF y un descenso en la secrecién de endostatina,
mientras que la estimulacién del receptor PAR-4 provoca un aumento en la secrecién del
angiostatico endostatina y un descenso en la secrecion del angiogénico VEGF. De hecho, en un
experimento realizado en ratas, la inhibicion selectiva de los receptores PAR-1 provocd un
descenso en la secrecion de VEGF y por tanto una menor tasa de curacion de Ulceras gastricas,

ya que necesitan del VEGF para estimular la neoformacidn vascular y lograr asi la cicatrizacion.

(A)

Anti-angiogenic
(Endostatin, Angiostatin)

Pro-angiogenic ooo
(VEGF, bFGF) —Ceweseeset

O a-Granule

® PAR-4
0(?9 Pro-angiogenic factors

o 8 © Anti-angiogenic factors

Bkl Sines

time

Figura 2: Secrecion de factores reguladores de la angiogénesis almacenados en los alfa-granulos
plaquetarios tras estimulacion de los receptores PAR-1y PAR-4. Platelets. 2015;26(3):199-21118,

Ademas de los receptores de trombina explicados, existen unos receptores de adenosin
difosfato (ADP) en la superficie de las plaquetas que han demostrado estar también implicados
en la angiogénesis. Son los receptores P2Y; y P2Yi; La estimulacion de estos receptores

provoca un aumento en la secrecién de VEFG y practicamente no se observa secrecion de
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endostatina, por lo que el efecto neto es claramente angiogénico'®. Aun asi, la potencia
angiogénica de estos receptores de ADP es mucho menor que la de los receptores de
trombina, lo cual concuerda con el papel mas débil que tiene el ADP en el proceso de

activacion celular en comparacién con la trombina.

En una investigacion llevada a cabo por Battinelli et al en la cual se analizé el efecto
angiogénico del ADP, los autores investigaron otras moléculas que tuvieran un efecto contrario
sobre la plaqueta. Se probaron otros agonistas plaquetarios como la epinefrina, colageno,
trombina y TXA,. Se demostrd que la exposicidon de las colonias plaquetarias al TXA; provocaba
un efecto contrario al ADP. Mediante microscopia de inmunofluorescencia, se determiné que
los alfa-granulos que contenian VEGF se mantenian constantes, mientras que los granulos que

contenian endostatina ya no eran visibles tras la exposicién a TXA, *°.

Klement et al demostraron que las plaquetas eran capaces de secuestrar y acumular grandes
cantidades de reguladores angiogénicos como VEGF en presencia de tumores®®. La
concentracién de mediadores angiogénicos en el interior de las plaquetas se mantiene
constante en condiciones fisioldgicas. Sin embargo, se demostré en ratones cémo estas
concentraciones se elevaban significativamente en presencia de tumores microscdpicos. Las
concentraciones de otras proteinas plaquetarias como la albdmina no sufrian esta variacion, lo
gue demuestra que se trata de un proceso selectivo. En esta investigacion se trabajé
estudiando el proteoma de las plaquetas. Se compard este proteoma plaquetario de ratones
con tumores microscépicos con el proteoma plaquetario de ratones sin tumores, y se
observaron importantes diferencias en las concentraciones de mediadores angiogénicos,
fundamentalmente VEGF. Estos cambios se observaron meses antes de que los tumores fueran
visibles por métodos de diagndstico convencionales, y también antes de que estos mediadores
sufrieran modificaciones en sus concentraciones plasmaticas. Por tanto el estudio de estos
proteomas plaquetarios podria ser de utilidad en el diagndstico precoz de procesos

tumorales?®®.

Mas alla de la liberacion, almacenaje o secuestro de mediadores, se ha propuesto que las
plaguetas pueden participar en la angiogénesis mediante una regulacidon directa con las células
endoteliales. Se demostré como las plaquetas promovian el desarrollo de vascularizacién de

| 21, Esta accién angiogénica de las

vena umbilical humana en un experimento en matrige
plaguetas era independiente de la liberaciéon de mediadores, y no se veia modificada al afiadir

sustancias como acido acetil salicilico u éxido nitrico.
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Otro aspecto importante en el papel de las plaquetas en la angiogénesis son las
microparticulas plaquetarias (PMP). Las PMP son microvesiculas formadas a partir de
membrana plasmatica. Su rol en los procesos fisioldgicos de hemostasis o trombosis esta bien
definido, y las plaquetas liberan estas PMP en el sitio de la lesion tras ser activadas. El papel
de las PMP en procesos patoldgicos no estd todavia bien definido. Se cree que, tras su
liberacion, estas microvesiculas podrian unirse a células tumorales introduciendo en ellas
proteinas citoplasmaticas y material ARN, funcionando asi como transportadores de material
bioactivo entre células. Este proceso de transmisidén de informacion estaria involucrado en los
procesos de trombosis, inmunidad, inflamacién, crecimiento tumoral y metdstasis. En algunos
tumores como el cdncer gastrico, la presencia de niveles elevados de PMP se ha asociado a un

peor prondstico y una mayor tasa de metastatizacion®®.

Sin embargo, la actividad plaquetaria no solo interviene en la vascularizacién tumoral
promoviendo el proceso de angiogénesis. Un estudio realizado en 2008%2 en ratones
demuestra que las plaquetas son importantes también en la estabilizacion de Ia
vascularizacion tumoral, evitando la excesiva fragilidad capilar y la hemorragia tumoral
consiguiente. Es decir, las plaguetas no solo afectan al crecimiento en ndmero de vasos
sanguineos que nutren al tumor, sino que ademas provocan que estos vasos se muestren mas
estables y no sufran hemorragias. En este mismo estudio se demostré que este fendmeno no
se debia a la capacidad hemostatica de las plaquetas mediante adhesidn a la pared vascular,

sino que se debe a la secrecion de factores almacenados en los alfa-granulos.
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1.2 Relacidn entre plaguetas y metastasis.

Las metastasis son la causa nUmero uno de muerte en pacientes con cancer. Para llevar a cabo
la metastatizacion, las células tumorales deben superar varios pasos: desprendimiento del
tumor primario, extravasaciéon a través del sistema sanguineo o linfatico, supervivencia en la
circulacidn, intravasacion y supervivencia en el nuevo 6rgano donde establecerdn la
metastasis. Todo ello necesita del apoyo del ya nombrado microambiente tumoral, en el cual

las plaquetas una vez mas jugaran un importante papel ’.

El primer investigador en demostrar la relacidn entre trombocitosis y metdstasis fue Gasic GJ
en 1968 23, Este investigador habia advertido cdmo el nimero de metdstasis que se producian
tras la inyeccion de células tumorales asciticas en ratones se veia reducido en un 50% si, previa
a esta inoculacion, se les administraba neuraminidasa a los ratones. Al inicio se pensd que este
efecto era debido a la interaccidon de la neuraminidasa con el acido sidlico que cubria las
células tumorales. Sin embargo, advirtieron que, si se trataban las células tumorales con

neuraminidasa para dafiar la cubierta de acido sidlico previamente a ser inoculadas, el efecto
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antimetastasico era minimo. Por tanto, la atencidn se fij6 mds en la actividad de la
neuraminidasa en el huésped y no en su relacion directa con las células tumorales. Asi, se
descubre que la neuraminidasa tiene un potencial trombopénico. Mediante la administracidn
de diversos agentes que también inducian a la trombopenia, se obtienen unos resultados
similares en términos de reduccién de metastasis, concluyendo asi que este efecto observado
de reduccién de metdastasis por la inyeccién de neuraminidasa era debido, al menos en parte, a

la trombopenia.

Un estudio realizado en 2016 pone en relacidn la trombocitosis con el crecimiento y las
metastasis del carcinoma hepatocelular®. En este estudio se mide la cantidad de plaquetas y el
ratio entre plaquetas/linfocitos (llamado este ratio PLR por sus siglas en inglés) en 1428
pacientes: 1008 de ellos padecian cirrosis hepatica y 420 hepatocarcinoma. El nimero de
plaguetas y el PLRs era mayor en los pacientes con hepatocarcinoma. No solo el recuento
plaguetario era mayor, sino también la cantidad de ciertos mediadores plaquetarios como IL-
6,IL-1,FGF.G-CSF,Trombopoyetina y VEGF. Ademds, los pacientes cirréticos que acabaron
desarrollando un hepatocarcinoma también desarrollaron una elevacién en estos marcadores
y en el recuento plaquetario. Las cifras de estos mediadores intercelulares y de plaquetas se
vieron disminuidas en los pacientes tras ser tratados de su enfermedad oncoldgica. Los
pacientes que sufrieron una recaida de su enfermedad tenian unos niveles plaquetarios
superiores que aquellos que alcanzaron la remisién completa. Todo ello indica que la actividad
plaguetaria favorece el crecimiento, desarrollo, invasion y metastasis en el carcinoma
hepatocelular. Los autores llegaron a la conclusion de que altos niveles plaquetarios en
pacientes post-tratamiento eran una indicacidn de respuesta incompleta al tratamiento o de

recurrencia a distancia del tumor primario 2%,

Las células NK son una de las principales amenazas para las células tumorales una vez que
éstas circulan por el torrente sanguineo. Estas células del sistema inmune son capaces de
reconocer a las células tumorales y acabar con ellas, protegiendo al huésped de la
metastatizacion. Sin embargo, es evidente que existen células tumorales capaces de
metastatizar a pesar de la presencia de un sistema NK eficiente. En 1999, Bernhard Nieswandt
et al demuestran por primera vez que las plaquetas protegen a los tumores de la accién de las
NK tanto in vitro como in vivo mediante un experimento en ratones. Usando tres lineas
tumorales celulares, se observa cdmo los ratones sometidos a trombocitopenia
experimentaban un descenso en el nimero de metastasis, pero este efecto solo se observaba,
y esto es importante, en aquellas lineas celulares sensibles al efecto de NK. In vitro, la

agregacion de las plaquetas alrededor de los nichos tumorales también protegia a las células
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tumorales de la accién del NK. Por tanto se concluye que las plaquetas protegen a las células
tumorales de la accidn citolitica de NK cuando éstas estan en la circulaciéon, proponiendo que

esto se produce al rodear las plaquetas los agregados tumorales %°.

El mecanismo molecular por el cual las plaquetas interfieren con la actividad antitumoral de las
NK no es conocido con claridad todavia. Hans George Kopp muestra en un estudio que las
plaquetas secretan unos factores, los cuales alteran esta funciéon antitumoral de NK
disminuyendo su capacidad de degranulacidn, su citotoxicidad y la secrecién de IFN-Gamma.
La disminucidn de la reactividad de las NK no es debida a una apoptosis inducida de las células,
sino a una alteracién en la regulacion de NKG2D, un receptor de membrana de las NK. Esto es
producido debido a la accién de TFG-beta. La neutralizacién de este TFG-beta no solo acaba

con la disregulacién de NKG2D sino que restaura la capacidad citolitica de las células NK 2°.

Una de las causas por las que las células tumorales son reconocidas por las NK es la falta de
expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo | (MHC-I). Las células
cancerigenas llevan a cabo una disregulacion del MHC | previsiblemente como estrategia para
evadir el sistema de inmunovigilancia mediado por linfocitos T. En un estudio de 2011
realizado por Packle et al, se evidencid en primer lugar el hecho de que las células tumorales
eran rapidamente cubiertas por plaquetas (in vitro). Mds importante, estos investigadores
demostraron cdmo las plaquetas son capaces de transmitir a las células tumorales moléculas
de MHC I. Este hecho ayudaria a las células tumorales a evitar el reconocimiento y ataque de

las NK. ?7.

La transicidn epitelio-mesénquima (EMT por sus siglas en inglés) es un elemento central en los
procesos de desarrollo embriolédgico, reparacion de heridas y migracion de células tumorales.
EMT es un proceso por el cual las células pierden caracteristicas propias de células epiteliales,
como la adhesion intercelular, y adquieren caracteristicas propias de células mesenquimales,
como la capacidad migratoria. Este proceso, cuando ocurre en células tumorales, dota a los
tumores de mayor agresividad y capacidad metastdsica, y se correlaciona con una peor

respuesta a las terapias oncolégicas y por tanto con un peor prondstico .

Se han realizado estudios in vitro que tratan de relacionar a las plaquetas con la EMT. Para
ello, se empled un agonista del receptor PAR-1 para activar a las plaquetas. Estas plaguetas
activadas fueron co-cultivadas con una linea de células tumorales de cancer de colon. Tras
esto, las células tumorales mostraron una sobreexpresiéon de vimentina y una disminucion de
e-cadherina, adoptando por tanto una expresion fenotipica propia de células mesenquimales,

las cuales tienen capacidades migratorias en contraposicion a las células con fenotipo epitelial,
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las cuales se mantienen estrechamente unidas unas con otras y por tanto carecen de
capacidad migratoria. Las plaquetas activadas a través del uso de agonistas de los receptores
PAR-1 produjeron una mayor cantidad de TGF-Beta, lo cual induce la EMT en células de cancer

de colon?®.

Otro de los procesos clave en las metdstasis tumorales en el cual las plaquetas podrian estar
implicadas es el de la migracion transendotelial, por el cual las células son capaces de atravesar
la barrera endotelial e introducirse en el torrente sanguineo, siendo por tanto un proceso
absolutamente clave para que se produzcan metdstasis. En un estudio realizado por
Schumacher et al 3° se buscaron los mecanismos moleculares a través de los cuales las
plaguetas participan en este proceso. En este estudio se demuestra que las moléculas
implicadas son los nucleétidos Adenosin trifosfato (ATP) y Adenosin Difosfato (ADP),
almacenadas en los granulos densos de las plaquetas y liberadas ante la activacidn de las
mismas por parte de las células tumorales (TCIPA). Para demostrar la participacion especifica
de estas moléculas, se emplearon ratones con deficiencia de la proteina “exocytosis-priming
protein munc13-4”(Munc 13-4) la cual estd implicada en la liberacién de mediadores
almacenados en los granulos densos de las plaquetas. Estos ratones tenian cifras normales de
plaguetas totales, asi como capacidad de adhesién a coldgeno o formacién de agregados con
células tumorales. Asimismo, tenian intacta la capacidad de liberacion de trombina y de
mediadores almacenados en los alfa-granulos de las plaquetas como PF4 o Factor Von
Willebrand. En cambio, estos ratones con deficiencia selectiva de Munc 13-4 tenian afectada la

liberacidn de ATP y ADP almacenados en los granulos densos.

Para evaluar si la degranulacién de los granulos densos era requerida para que se formaran
metastasis, se compard a ratones normales con ratones con deficiencia de Munc 13-4. A
ambos grupos se les inocularon células tumorales provenientes de melanoma y de Lewis Lung
Carcinoma. Al realizar la comparacidn, se vio que, mientras el crecimiento tumoral en ambos
grupos no mostraba diferencias significativas, las metdstasis se veian reducidas en los ratones
con deficiencia de Munc 13-4. Una vez demostrado este hecho, estos investigadores
analizaron qué receptores endoteliales estan implicados en el proceso, y responden por tanto
a las sefiales enviadas por las plaguetas a través de la secrecién de ADP y ATP almacenado en
los granulos densos. De los receptores de purinas que se pueden encontrar en las células
endoteliales (P2Y,,P2Y1P2X4), se prueba la implicacidon del receptor P2Y,. Asi, el bloqueo de
este receptor de ATP demuestra reducir significativamente la migracidon transendotelial
mediada por plaquetas. Se compard la habilidad de células tumorales para traspasar la barrera

endotelial en ratones normales, ratones con deficiencia en la secrecién de ATP y en ratones
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con bloqueo del receptor P2Y,, evidencidandose en los ultimos dos casos una reduccion
significativa en la capacidad de las células tumorales para traspasar la barrera endotelial. Esto
por tanto demuestra que las plaquetas participan eficientemente en el proceso de
extravasacién tumoral, y lo hacen a través de la secrecidon de las moléculas ATP y ADP
almacenadas en los granulos densos, moléculas que activan selectivamente al receptor

endotelial P2Y,.

La regulacidn genética en las células cancerigenas es diferente de la de las células normales
debido a multiples defectos genéticos. Como resultado de estos defectos, algunos genes son
silenciados, mientras que otros genes que normalmente estarian silenciados se expresan.
Estos errores se van acumulando y expresando progresivamente hasta la muerte del huésped.
Como resultado de esta disregulacion en la expresion genética, se produce un cambio en la
expresion fenotipica de las células cancerigenas en comparacién con las células no
cancerigenas del tejido del que provienen. Este proceso es conocido como desdiferenciacidn
celular. Debido a estas alteraciones, las células tumorales son capaces de imitar el
comportamiento de las células madre y trans-diferenciarse hacia otros tipos celulares no
relacionados con las células originales, siendo un ejemplo de esto la ya nombrada EMT. A esta
capacidad de las células tumorales se le conoce en inglés con el término "mimicry", de mimica.
Se ha observado que ciertos tipos de células cancerigenas (melanoma, prdstata, mama, colony
aparato urogenital) son capaces de expresar genes propios de los megacariocitos, precursores
de las plaquetas®. Debido a ello, esas células cancerigenas son capaces de mostrar ciertas
funciones plaquetarias (auto agregacion, inicio de la cascada de la coagulacion o fendmenos de
agregacion plaquetaria), produciéndose por tanto un fendmeno de imitacidn plaquetaria por
parte de las células tumorales. Como han demostrado ciertos estudios®’, el receptor
alfa2beta3-integrina es la principal molécula a nivel de interaccidén con las células cancerigenas
en referencia a la relacion entre células tumorales y el microambiente tumoral. La cadena
alfa2beta3-integrina suele aparecer exclusivamente en las células de origen megacariocitico.
Sin embargo, se observd la expresiéon ectépica de la molécula alfa2beta3 en varias lineas

celulares.

Igualmente, los receptores CD31 pertenecen a la superfamilia de las moléculas de adhesién de
las inmunoglobulinas, y son expresados principalmente por las plaquetas y las células
endoteliales en sus uniones intercelulares®®. CD31 participa en la regulacién positiva de las
funciones de las integrinas. Se encontré expresion ectdpica de CD31 en linfomas y leucemia,
asi como en otras lineas celulares. Como ya se nombré anteriormente, uno de los mas

potentes activadores de las plaquetas es la trombina. Los receptores plaquetarios de trombina
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son los llamados PAR(protease-activated receptors). Aunque estos receptores se consideran
exclusivamente plaquetarios, se ha encontrado expresion ectépica de los mismos en células
tumorales de cancer de mama, colon o melanomas, mostrando actividad funcional ya que la
exposicidon de estas células a trombina era capaz de provocar la adhesion celular, expresion de
integrina y aumento de las metdstasis. Tras analizar molecularmente células cancerigenas de
colon y carcinoma epidermoide, se observa la expresién de los genes WT1 y c-kit. La expresién
de estos genes, caracteristicos de las células madre de la médula ésea, podria ser la causa
probable de este fenotipo propio de células plaquetarias que muestran ciertas células

tumorales®:.

2) Aplicacion clinica de la interaccion de las plaguetas con las células

tumorales.

2.1 Las plaguetas como biomarcadores para el diagndstico y prondstico del cancer.

Hoy en dia, las biopsias son empleadas como elemento central en el diagnéstico y manejo del
paciente oncoldgico. El andlisis histolégico del tumor permite un diagnéstico de certeza y
revela detalles sobre el perfil genético del tumor que son empleados tanto como marcadores
prondsticos como dianas terapéuticas. A pesar de la innegable utilidad de esta técnica, en los
ultimos afios se ha hecho énfasis en sus limitaciones, debido al concepto de “heterogeneidad

|”

intratumoral”. Este concepto, introducido por Gerlinger et al 3!, indica que en dependencia de
la localizacién en un tumor las células tumorales expresan mutaciones y aberraciones
genéticas diferentes. Este hecho pone en evidencia la limitacidn de la biopsia Unica de tumor
sélido para elaborar un perfil genético del tumor y en base a ello asignar un prondstico y una
estrategia terapéutica concreta. En los ultimos afos, ha surgido un creciente interés en el
campo de la oncologia en la técnica de “biopsia liquida” como herramienta para diagnosticar,
monitorizar o caracterizar los tumores sélidos. La biopsia liquida se basa en el estudio de

material tumoral presente en distintos fluidos biolégicos como orina, saliva y

fundamentalmente sangre.

La presencia de ADN libre en la circulacién sanguinea fue descrita por Mandel y Metais en
19483*, Mas tarde, se descubre la presencia de ADN circulante en la sangre proveniente de

células tumorales®, asi como la utilidad de su andlisis para determinar la carga tumoral,
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evaluar respuestas a tratamientos oncoldgicos y la deteccidén de mutaciones genéticas que

hagan posible la comprension de la heterogeneidad genética de cada tumor .

Ademas de las células tumorales y sus productos, el resto de células que forma parte del
microambiente tumoral y que interaccionan con las células tumorales pueden albergar
informacién importante del proceso neopldsico. En este sentido, en los ultimos afios se han
publicado diversos estudios que postulan que las plaguetas sanguineas podrian utilizarse como
biomarcadores para el diagnéstico del cancer. Estos estudios han demostrado que las células
tumorales transfieren biomoléculas del tumor a las plaquetas. Este fendmeno se ha
denominado “educacién” y se ha acufiado el término de “plaquetas educadas por el tumor”
(TEP, tumor-educated platelets) para definir este tipo de plaguetas que contienen material
tumoral. Las plaquetas educadas por el tumor podrian ser una nueva forma de biopsia liquida,
tal y como se ha propuesto recientemente, a raiz de un estudio llevado a cabo por
investigadores holandeses®” que analizaron mediante secuenciacién masiva el ARN plaquetario
de 228 pacientes con diferentes tipos de cancer (pulmoén, glioblastoma, colon, péancreas,
hepatobiliar y mama) y 55 individuos sanos, logrando distinguir a partir del perfil de ARN
plaguetario los pacientes sanos de los que tenian cancer con una precision del 96%. Ademas, el
perfil de ARN consiguid identificar la localizacién de los diferentes tipos de cdncer con una
precisién del 71%. Esta técnica logrd detectar eficazmente los tumores con mutaciones Her2,
KRAS, EGFR o PIK3CA, lo que podria ser realmente util en el futuro de cara a elaborar

estrategias terapéuticas mas personalizadas para cada tipo de tumor.
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Figura 4: De la sangre podemos obtener células tumorales circulantes las cuales nos proporcionan
informacion sobre el genoma tumoral, transcriptoma, e informacion sobre las proteinas del tumor. Del
plasma podemos estudiar también los nucleétidos de circulacién libre asi como exososomas, ya que son
particulas potencialmente segregadas por el tumor. Las plaquetas educadas por los tumores (TEPs)
aportan informacion adicional sobre la localizaciéon del tumor primario en su mARN. Imagen obtenida

de: Simon A. Joossel and Klaus Pantell: Tumor-Educated Platelets as liquid biopsy in cancer patients.

Rev cancer cell.

Resulta interesante el hecho de que las principales diferencias observadas en el estudio
dependieran mayormente del tipo de tumor primario y no tanto del grado de extension
tumoral o de la presencia o no de metastasis. Seglin Joosse et al®®, una explicacién a esto
podria ser el bajo nimero de pacientes que se han estudiado para cada tipo de tumor, asi
como la gran diversidad que existe entre estos tumores en términos de extensidon tumoral y
metastasis. Por ejemplo, mientras que en el glioblastoma no es frecuente la formacién de
metastasis, los carcinomas pancredticos o pulmonares suelen ser ya metastdsicos en el
momento del diagnéstico. Por ello, segun los autores, se necesitan estudios mas grandes y
homogéneos para responder a la cuestidn de si la secuenciacion de TEPs puede ser util de cara

a evaluar el riesgo de extension metastasica.

En 2008, Nilsson et al** llevan a cabo una investigacion para demostrar la transferencia de ARN
portador de mutaciones desde las células tumorales a las plaquetas. Para ello, comparan
plaguetas co-cultivadas con células de glioma portadoras de mutacion en el receptor de
crecimiento epidérmico variante tres (EGFRvIII), con plaquetas co-cultivadas con células de
glioma negativas para dicha mutacion. Al estudiar los resultados, observaron que las plaquetas

del primer grupo contenian estas mutaciones en su ARN mientras que las plaquetas cultivadas
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junto a células de glioma sin esta mutacién no contenian ARN mutante. Este fendmeno fue
igualmente demostrado in vivo. Para ello, los investigadores inocularon células de glioma con
la mutacion EGFRvIIlI en el cerebro de ratones y, al cabo de dos semanas, realizaron una
extraccién sanguinea. Las plaguetas fueron aisladas de dicha muestra sanguinea y se
comprobd la presencia de ARN con la mutacion EGFRvIIl en las mismas. Finalmente, los
investigadores seleccionaron un grupo de pacientes con gliomas que expresaban la mutacidn
EGFRvIIl y un grupo de pacientes sanos como grupo control. Tras analizar las plaquetas
extraidas en ambos grupos de pacientes, se objetivd que en el 80% de los pacientes del primer
grupo se expresaba la mutacién en su ARN plaquetario, mientras que ningun paciente del
grupo control contenia plaquetas con dicha mutacién. Para demostrar que la presencia de
mutaciones propias de células tumorales en las plaquetas no es un fendmeno exclusivo de los
gliomas, se realizé el mismo experimento con células de cancer prostatico y la mutacién PCA3.
También en este caso, las plaquetas de los pacientes que padecian este cancer con esta

mutacion expresaban el ARN mutante en su interior.

En el afio 2015, el mismo grupo de investigadores “° desarrollan un estudio para evaluar la
utilidad de TEP en el diagndstico y seguimiento del cancer de pulmén de células no pequefias.
Concretamente, su objeto de estudio son los tumores pulmonares portadores de la mutacién
genética EML4-ALK, los cuales son sensibles al farmaco crizotinib. El estudio fue disefiado con
tres objetivos. El primero, determinar la sensibilidad y especificidad del analisis de las
plaguetas de los pacientes con cancer pulmonar de células no pequefias en la deteccion de la
mutacion EML4-ALK, evaluando la correlacidon entre el resultado obtenido del estudio de las
plaguetas y el obtenido mediante la biopsia de tejido sélido. El segundo, observar los cambios
qgue se producen en las plaquetas a la hora de expresar la mutacién EML4-ALK después de
recibir el tratamiento con crizotinib. El tercero, comprobar la viabilidad de monitorizar el
seguimiento de los pacientes sometidos a tratamiento con crizotinib a través del andlisis de sus
plaguetas. Los investigadores querian asimismo comprobar si el desarrollo de resistencias al
tratamiento podia ser detectado mediante la evaluacidon de las plaquetas del paciente antes de
gue hubiera evidencia radiografica de la progresién de la enfermedad. Para ello, trabajan en el
caso de una paciente de 37 afios con carcinoma pulmonar de células no pequeiias. La
mutacion EML4-ALK fue detectada tanto en el estudio del tumor como en el estudio
plaguetario en Marzo de 2012. La paciente respondid al tratamiento con crizotinib y la
presencia de la mutacién EML4-ALK desaparecié de sus plaquetas. Tras la interrupciéon del
tratamiento con crizotinib durante un mes debido a una apendicitis, la mutacion reaparecié en

el estudio de sus plaquetas y volvié a desaparecer tras la reanudacion del tratamiento. En
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Junio de 2014, la mutacidn volvié a aparecer en su estudio plaquetario, aunque fue dos meses
mas tarde cuando, mediante tomografia por emisién de positrones (PET), se detectd la
progresién de la enfermedad. Por tanto, en este caso el desarrollo de resistencia al
tratamiento y la consecuente progresién de la enfermedad fue anticipada mediante el estudio
del ARN plaquetario. Este experimento, aunque se llevd a cabo mediante el seguimiento de
una sola paciente, demostré que el estudio de las plaquetas mediante la biopsia liquida podria
ser de utilidad en el futuro como marcador diagnéstico de enfermedades oncoldgicas, y
también para evaluar la respuesta de los tumores al tratamiento, asi como para anticipar las

resistencias creadas al tratamiento por parte del tumor.

En 2016, Hanze et al*! estudian la expresién del gen de cancer prostatico PCA3 y otros genes
en el ARN de las plaquetas de pacientes con cancer de préstata y la comparan con un grupo
de sujetos sanos. El objetivo del estudio es comprobar la utilidad de la determinacién de
productos plaquetarios para el diagndstico precoz y el prondstico del cancer de préstata. Tras
la comparacidn entre el grupo casos y el grupo controles, no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas. La expresion de ARN con la mutacidn PCA3 por parte de las
plaguetas de ambos grupos es equiparable, y no resulta Util en comparacién con la
determinacién de PSA sérico que se emplea actualmente. Los autores concluyen que, para
evaluar si la cuantificacién de PCA3 plaquetario puede ser util como indicador de desarrollo
neopldsico o como factor prondstico, son necesarios estudios prospectivos longitudinales mas

importantes.

La aplicacion de técnicas protedmicas al estudio de las plaquetas constituye otra novedosa
area de investigacion que se estd llevando a cabo en diversas patologias en las que estdn
implicadas las plaguetas con objeto de identificar nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas
de estos trastornos. De esta forma, cada vez son mas las evidencias cientificas que demuestran
que la protedmica plaquetaria constituye una importante herramienta diagndstica en
patologias tan variadas como trastornos de la funcién plaquetaria, fibrosis quistica, trombosis
arterial, enfermedad cardiovascular o enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson o
el Alzheimer. En relacion a la investigacion de los cambios en el proteoma plaquetario en los
procesos tumorales, los estudios llevados a cabo por el grupo de Folkman demostraron en un
modelo experimental que las concentraciones plaquetarias de proteinas angiogénicas
aumentaban en presencia de tumores de tamafo microscopico sin que existiera un aumento
paralelo en la concentracidn sérica de estas proteinas. Asi, Cerci et al ¥ llevan a cabo un
estudio en el cual evaltan el secuestro de factores reguladores de la angiogénesis en el interior

de las plaquetas y su utilidad como marcador para el diagndstico precoz de neoplasias. Los
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autores creen que estos mediadores se encuentran en cantidades mucho mas elevadas en el
interior de las plaquetas en lugar de en el plasma libre, debido a un proceso de secuestro de
los mismos por parte de las plaquetas para protegerlos de las acciones de las enzimas
proteoliticas del plasma. En su estudio evallan el factor plaquetario 4 (PF-4). Este factor es
producido casi en exclusiva por los megacariocitos, y en condiciones fisiolégicas solo una
pequeiia parte es captado por las plaquetas en circulacién. Es almacenado en los alfa-granulos
de las plaquetas y liberado por las mismas en presencia de dano endotelial, cumpliendo una
funcién de factor antiangiogénico. Los autores demuestran en su estudio que los cambios en
las concentraciones plaquetarias de PF-4 pueden ser usadas como biomarcador para detectar
neoplasias humanas. Para ello, implantan lineas celulares tumorales de liposarcoma,
osteosarcoma y adenocarcinoma mamario en ratones, y evallan los niveles plasmaticos y
plaguetarios de PF-4. Como resultado, los valores de PF-4 plaquetario se multiplican por 7 en
los ratones implantados con células de liposarcoma angiogénico y no angiogénico, sin
diferencias entre ambos, comparados con los valores de PF-4 plaquetario en ratones sin
implantacion tumoral. Respecto a los ratones implantados con tumores mamarios u
osteosarcoma, la elevacion de PF-4 fue mas importante en caso de tumores angiogénicos que
en caso de aquellos no angiogénicos, aunque en ambos casos se encontraba elevado respecto
a los ratones sin tumor. Para evaluar la utilidad de este marcador en la deteccién precoz de
tumores, los autores exploraron la habilidad de PF-4 para detectar la presencia de tumores no
angiogénicos microscépicos del tipo liposarcoma. En el momento del implante del tumor en
ratones, las cantidades de PF-4 sérico y plaquetario eran similares. Sin embargo, los niveles de
PF-4 plaquetario se elevaron en las primeras dos semanas post-implante y se mantuvieron
elevados durante el seguimiento por tiempo de 120 dias, mientras que los niveles de PF-4
sérico decayeron. A lo largo de estos 120 dias de estudio, el tamafio del tumor no superd el
tamafio de 1mm. Los autores concluyen por tanto que la determinacion del factor
antiangiogénico PF-4 plaquetario puede ser de mucha mayor utilidad en el diagndstico precoz
de tumores que la determinacién de los niveles plasmaticos del mismo. Presumiblemente este
efecto sea equiparable a otros factores relacionados con la angiogénesis que son almacenados

en las plaquetas como el VEGF.

En 2011 Peterson et al*® compararon los niveles de proteinas angiogénicas en plaguetas de 34
pacientes con CCR respecto a 84 controles sanos ajustados por edad mediante ELISA. Los
factores estudiados fueron el factor de crecimiento endotelial (VEGF), factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), PF4,

trombospondina-1 (TSP-1) y endostatina. El estudio concluyd que los niveles de PDGF, PF4, y

25



VEGF se mostraban elevados en las plaquetas, pero no en el plasma de los pacientes con CCR
en comparacién con los controles. Los niveles elevados de las tres proteinas se
correlacionaban con el estadio tumoral. Por el contrario, TSP-1, endostatina y bFGF no estaban

elevados en comparacion con el grupo control.

Ademas de los cambios en el ARN o proteinas de las plaquetas, existen otros parametros
plaquetarios que podrian ser utiles tanto para el diagndstico como para establecer el
prondstico de diferentes tumores. Uno de estos parametros es el recuento plaquetario. En
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2011 Buergy et al ** realizan un metaanalisis en el cual recopilan datos de mas de 25 estudios y
2500 pacientes, relacionando las cifras de trombocitosis en pacientes oncoldgicos con la
supervivencia global. Se concluye que la trombocitosis es considerada como un factor de mal
prondstico independiente, y podria estar relacionada con hasta el 50% de las muertes por
cancer en EEUU. Se ha incluido en el presente trabajo una tabla resumen con informacion

sobre los ensayos clinicos que fueron empleados por los autores del citado metaanalisis para

Ilegar a sus conclusiones. La tabla se encuentra en el Anexo 2.

Asimismo, Vigand et al*® llevan a cabo un estudio de cohortes de 2 afios de duracién (1996-
1998), en el cual estudian a 227 pacientes con diagndstico de cdncer en estadio terminal, con
objeto de identificar factores con mayor valor prondstico en términos de supervivencia, y

demuestran que un recuento de linfocitos bajo era un factor independiente de mal pronéstico.

Por tanto existen evidencias de que son factores de mal prondstico tanto el recuento bajo en
linfocitos como la trombocitosis. Debido a ello, surge la idea de emplear el ratio
plaquetas/linfocitos (PLR de platelets-lymphocyte ratio en inglés) como un marcador
prondstico independiente en el cancer. Tradicionalmente, se habian empleado marcadores
inflamatorios mas clasicos como el recuento de proteina C reactiva (PCR), hipoalbuminemia, o
el recuento leucocitario. Para cuantificar el impacto prondstico de este biomarcador (PLR),

| % realizan un metaandlisis, identificando publicaciones que contuvieran datos

Templeton et a
sobre la asociacidn entre PLR y supervivencia global en pacientes con cdncer. Analizaron 20
estudios comprendiendo 12,754 pacientes. Como resultado de su analisis, se vio que un alto
valor en el parametro PLR se correlacionaba con un empeoramiento significativo de la
supervivencia en los cdnceres colorrectal, gastroesofagico, hepatocelular, pancreatico, y de
ovario. Dentro del andlisis, se observaron diferencias importantes dependiendo del tipo de
cancer, posiblemente debido al hecho de que la inflamacién juega papeles diferentes en

funcién del tipo de cancer. Como ejemplo, en el cancer colorrectal, que se relaciona con una

gran elevaciéon de los marcadores inflamatorios como PCR, se observa una fuerte asociacion
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entre PLR y la supervivencia. Los investigadores concluyen que un alto PLR es un factor
independiente asociado a peor prondstico en muchos tumores sdlidos, y es comparable a
otros marcadores de inflamacién hematoldgicos ya establecidos. Siendo una determinacién

coste-efectiva y de fécil interpretacion, el PLR podria ser de utilidad.

Hong -xin et al ** desarrollan igualmente un meta-anélisis sobre 12 articulos, incluyendo 3541
pacientes con carcinoma colorrectal para estudiar el valor de PLR como herramienta
prondstica en este tipo concreto de cdncer. Estos investigadores no van a evaluar el
rendimiento prondstico de este biomarcador unicamente a través de la medicion de la
supervivencia global en los pacientes, sino que van a emplear otras mediciones como
supervivencia libre de enfermedad, supervivencia libre de recurrencia o supervivencia cancer-
especifica . Tras el analisis estadistico de los datos, concluyen que un elevado PLR se asociaba
de manera significativa con un peor prondstico en términos de supervivencia global. El estudio
muestra que esta correlaciéon se da con especial fuerza cuando se trata de pacientes
metastdsicos, pacientes caucasicos, y en aquellos pacientes que como tratamiento oncoldgico
se habian sometido Unicamente a la cirugia. Por otro lado, no se encontrdé asociacion
significativa en pacientes sometidos a tratamiento quimioterdpico, en aquellos con
enfermedad localizada no metastdsica, ni en la poblacidn asidtica. Asimismo, un PLR elevado
se relaciond con una menor supervivencia libre de enfermedad en paciente metastasico y
caucasico, y con una menor supervivencia en términos de supervivencia cdncer-especifica,
mientras que no se encontrd asociacidn significativa entre PLR y supervivencia libre de
recurrencia. Por tanto, los investigadores concluyen que el PLR es un prometedor biomarcador
prondstico, especialmente en pacientes caucdsicos con cancer colorectal metastasico, y podria

ser empleado en un futuro préximo debido a su facil determinacién y su bajo coste.

En la misma linea, Joy You®® et al realizan un estudio en 1314 pacientes con diagndstico de
cancer colorrectal, determinando los valores preoperatorios de PLR y buscando una relacion
entre estos y la supervivencia global de los pacientes. Como resultado del andlisis de estos
1314 pacientes, se observa que un nivel alto de PLR se asociaba de manera significativa e
independiente con un peor prondstico en términos de supervivencia global. Los valores de PLR
mostraban una relacion estrecha con elementos como el estadio tumoral, niveles de CEA o
estado nutricional del paciente. Por tanto los autores concluyen que el PLR podria ser usado

como un potencial predictor de mortalidad.
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2.2 Las plaquetas como diana terapéutica en el cancer.

Existiendo evidencias cientificas de la participacidon de las plaquetas con las células tumorales,
se han desarrollado estudios que evallan la eficacia de terapias antiplaguetarias como
farmacos anticancerosos, tanto a la hora de prevenir el desarrollo tumoral como de minimizar

su capacidad metastatizante.

A continuacidn se incluye un breve resumen sobre los mecanismos de accion de la aspirina,
pues es el farmaco antiplaquetario cuyos efectos en la quimioprevencion del cdncer
(especialmente CCR) han sido mas estudiados, y se nombraran repetidas veces de aqui en

adelante.

-Farmacodindmica de la aspirina:

El mecanismo de accién mejor descrito de la aspirina es el de la inactivacidn permanente de la
COX-1y la COX-2. Estas isoenzimas catalizan el primer paso en la biosintesis de prostanoides,
es decir la transformacion de acido araquiddnico en prostaglandina H, (PGH;). PGH, es el
precursor inmediato de prostaglandina E>(PGE;), prostaglandina D, (PGD,), prostaglandina

F2(PGF,), prostaglandina I,( PGl,) y Tromboxano A; (TXA,)*
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Figura 5: Metabolismo del dcido araquiddnico y mecanismo de accion de Aspirina. Imagen obtenida de:
Antiplatelet Drugs American College of Chest Physicians Evidence-Based Clinical Practice Guidelines.
Chest journal 2008;133;199-233%°,
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El mecanismo molecular por el cual la aspirina inactiva de forma permanente la COX es a
través de la acetilacidén de un residuo de serina, que evita el acceso de los sustratos al sitio de
catalizacién de la enzima. Para conseguir el bloqueo de la COX-1, se requieren bajas dosis de
aspirina con una sola toma diaria, mientras que la inactivacion permanente de COX-2 requiere

dosis de aspirina mas grandes e intervalos de administracién mas cortos.

Las plaquetas humanas y el endotelio vascular procesan PGH, para producir TXA; y PGl,,
respectivamente. TXA; induce vasoconstriccion y agregacidon plaquetaria, mientras que PGl;
inhibe la agregacidn e induce vasodilatacién. Mientras que TXA; deriva principalmente de la
actividad de la COX-1 plaquetaria y por tanto es sensible a la inhibicidn por aspirina, PGl
deriva de COX-1 vy, en mayor medida, de COX-2, siendo por tanto insensible a la inhibicién por
aspirina a dosis bajas. Este hecho es importante pues existen dos lineas de evidencia que
demuestran que PGl; es tromboprotector, como son la observacién de un aumento en el
nimero de eventos trombdticos en ratones carente de receptor PG,*, y el aumento de
eventos cardiovasculares asociados al uso de inhibidores selectivos de COX-2 (Coxibs), como
muestra un metaanalisis que analizé el uso de estos fdrmacos comparado con placebo donde
el nimero de eventos cardiovasculares se incrementaba en un 42%, siendo el evento principal
el infarto de miocardio °°. COX-1 es la Unica isoforma presente en las plaquetas madurasy es la
fuente de la produccion de TXA2. COX-2 se encuentra en varios tejidos (endotelio vascular,
rifidn y cerebro) y su expresion es inducida en otros tejidos durante la inflamacion, reparacion
de heridas y desarrollo de neoplasias. La COX-2 es la fuente principal de PGI2 en el endotelio
vascular. Aunque la aspirina comparte la misma diana molecular que otros antiinflamatorios
no esteroideos (AINES), se diferencia de ellos en cdmo inhibe las isoenzimas de COX. Mientras
que la aspirina inactiva irreversiblemente las isoenzimas COX-1 y COX-2, los AINES compiten
con el acido araquiddnico de manera reversible. Por tanto, la recuperacion de la funcion COX
después del tratamiento con aspirina requiere la sintesis de novo de la enzima, mientras que la
inhibicion por otros AINES es reversible. Las plaquetas maduras, que contienen Unicamente
COX-1, son particularmente sensibles a los efectos duraderos de las bajas dosis de aspirina,
porque carecen de nucleo. Otras células nucleadas son capaces de resintetizar la COX en unas
pocas horas. Ademas, las plaguetas estan expuestas a una mayor concentracién de aspirina
durante su paso por la circulacién portal, donde las concentraciones de aspirina son un 50%
mayor que en la circulacién sistémica. La vida media de la aspirina en la concentracién
sistémica es ademds corta (15-20 min) debido al metabolismo hepdtico y a las enzimas
esterasas del plasma. Por tanto, el régimen de aspirina empleado hasta ahora como dosis

cardioprotectoras (75-100 mg al dia) tiene muy pocos efectos sobre dianas extraplaquetarias.

29



Las dosis antiinflamatorias de aspirina (> 2000mg al dia) alcanzan concentraciones sistémicas
suficientes para inhibir tanto la COX-1 como la COX-2, pero este efecto puede mantenerse en
las células nucleadas mediante la repeticién de la dosis 3 o0 4 veces al dia. El principal efecto
adverso de la aspirina es el sangrado, predominantemente el sangrado del tracto
gastrointestinal alto y raramente involucrando la hemorragia intracraneal. Los niveles de dosis
de 75-325mg al dia aproximadamente doblan el riesgo de sangrado gastrointestinal mayor, y
este riesgo de sangrado aumenta con la edad. Con dosis mas altas de aspirina, normalmente
usadas con intencién analgésica (por ejemplo, 650 mg tres veces al dia), se obtienen
suficientes concentraciones plasmaticas del farmaco para inhibir la COX-1 en la mucosa
gastrointestinal, aboliendo por tanto el efecto citoprotector que PGE2 y PGI2 ejercen sobre Ia
mucosa gastrointestinal. Las dosis analgésicas de aspirina multiplican por 10 el riesgo de
sangrado gastrointestinal y perforacién respecto a la ausencia de toma de aspirina. Por
fortuna, estas dosis son mucho mayores que las dosis propuestas como profilaxis en el

desarrollo de CCR®2.

Time-dependent acetylation of platelet COX-1 and reduction
of serum TXB, generation after chronic dosing with low-
dose EC-aspirin (100 mg/d) in healthy subjects
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Data are reported as meantSEM, n=24; "P<0.05, **P<0.01 versus predrug(time Oh); §P<0.01 versus all time-
points of 7th aspirin dose. Patrignani et al., JTH 2014; 12:1-11

Figura 6: En esta grafica se relaciona la concentracion de acido salicilico con el porcentaje de COX-1 que
ha sido acetilada y el porcentaje de TXB2 encontrado en el plasma en relacién a las concentraciones del
mismo antes de la administracion del farmaco. Como se observa en la grafica, a partir de la séptima
dosis de Aspirina, la cantidad de TXB2 es indetectable. Efecto del acido acetilsalicilico a dosis baja en la
acetilacion de la ciclooxigenasa-1 plaquetaria y de la mucosa coldnica y su repercusién en el cancer
colorrectal. Paola Patrignani et al., JTH 2014; 12:1-11.
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Guillem- Lobat et al *? realizan un estudio en 2016 para averiguar los mecanismos moleculares
de accidn de la aspirina en la prevencién del desarrollo de metastasis de carcinoma colorectal.
Su objetivo era determinar si la inhibicidn selectiva de la COX-1 plaguetaria mediante aspirina
podia evitar el desarrollo de un fenotipo mesenquimal (el ya nombrado proceso EMT) en
células HT29 de carcinoma colorrectal. Asimismo, exploraron si los efectos antitumorales de la
aspirina se debian a una accion comuin compartida con otros antiplaquetarios con otros
mecanismos de accidn diferentes, como el ticagrelor, un antagonista del receptor plaquetario

de ADP P2Y12, y DG-401, un antagonista del receptor de prostaglandina E2 (PGE2) plaquetario.

El objeto del estudio era determinar si la exposicion de HT29 a plaquetas humanas in vitro
mejoraba su capacidad para formar metastasis pulmonares in vivo. Se emplean ratones
inmunodeficientes en los cuales se inyecta por via intravenosa células HT29 y se cuantifica la
formacidn de metdastasis pulmonares a los 7 dias. Para investigar la influencia de las plaquetas,
se expone a las células HT29 a plaquetas humanas in vitro durante 40 horas, y posteriormente
se lavan estas células tumorales, dejandolas libres de plaquetas. De esta forma, liberando a las
células tumorales de las plaquetas a las 40 horas, los investigadores se aseguran de estar
evaluando qué cambios han podido acontecer en las células solo por estar en contacto con
plaguetas humanas durante ese periodo. Tras inocular a los ratones las células tumorales, se
objetiva un incremento sustancial en el desarrollo de metdstasis. Debido a que PGE2 posee
efectos bioldgicos asociados al cancer, los investigadores miden los niveles urinarios de PGE-
M, metabolito de PGE2, observando niveles mas altos en los ratones inyectados con células
tumorales cultivasas con plaquetas en comparacién con los ratones inyectados con células

tumorales sin exposicidn a plaguetas previa.

Tras esto, se estudia los efectos de la aspirina en la formacién de metastasis in vivo, con la
administracién de 20mg/kg de aspirina diarios mediante alimentacion forzada unos 4-7 dias
después de la inyeccién de HT29. Esta dosis empleada corresponderia a una dosis de 150 mg
diarios en humanos. Se observa que el incremento de metastasis producido por la exposicion
de las células tumorales a plaquetas se contrarresta mediante la administracion de aspirina.

Ademas, el incremento en los niveles de TXA2 y de PGE2 también se ve contrarrestado.

Este mismo estudio también investiga los efectos de aspirina en la EMT. Para ello, cultivan
células HT29 junto con plaquetas y miden los niveles de expresion de e-cadherina, marcador
de fenotipo epitelial. La interaccidon de las plaquetas con las células HT29 se asociaba a una

reduccion significativa en los niveles de e-cadherina. Tras determinar esto, se repite el proceso
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pero empleando plaquetas previamente expuestas a aspirina, y se observa como desaparece la

reduccién en los niveles de e-cadherina.

Los investigadores evaluaron el efecto de un antagonista del receptor plaquetario P2Y12
Ilamado ticagrerol. El empleo de ticagrelor evitd el descenso en los niveles de E-cadherina en
las células HT29 cultivadas junto a plaquetas, y también disminuyeron los niveles de PGE2 y

Tromboxano B 2 (TXB2).

En 2007, el servicio de actividades preventivas de los estados Unidos (USPSTF por sus siglas en
inglés) hizo una recomendacién en contra del uso de aspirina como tratamiento preventivo del
CRC™. Sin embargo, 9 afios mas tarde, el mismo organismo expresaba lo siguiente: " USPSTF
recomienda iniciar el uso de aspirina a bajas dosis para la prevencidn primaria de enfermedad
cardiovascular (CVD por sus siglas en inglés) y CCR en adultos con edad comprendida entre 50
y 59 afios que tengan un riesgo cardiovascular a 10 afios del 10% o mas, no tengan un riesgo
incrementado de sangrado, tengan una esperanza de vida de al menos 10 afos, y estén

dispuestos a tomar aspirina a bajas dosis diariamente durante al menos 10 afios".>*

Una revision realizada en el 2016 por Paola Patrignani y Carlos Patrono®® revisa las evidencias
mas recientes en torno al efecto quimiopreventivo de la aspirina que han motivado este

cambio en las recomendaciones del USPSTF.

En 1988, Kune et al *® realizan un estudio de casos-controles, incluyendo 715 casos de
pacientes con diagndstico histolégico confirmado de CCR y 727 controles ajustados por sexo y
edad, con la intencion de adivinar factores de riesgo o protectores para el desarrollo de CCR.
Estudian por tanto la relacién del CCR con ciertas enfermedades crdnicas, intervenciones
quirurgicas o tratamientos prolongados. Al analizar el consumo de farmacos previos,
encuentran una disminucién significativa en la incidencia de CCR en aquellos sujetos que han
tomado de manera crdénica aspirina o medicamentos que contengan aspirina. Estos hallazgos
son consistentes tanto para hombres como para mujeres. En cambio, el uso de AINES,
esteroides, anticonceptivos orales, sedantes o pastillas para dormir era similar para los casos y
los controles. Existia por tanto un déficit significativo en el consumo de aspirina entre los casos
comparandolos con los controles. En opinion de los autores, este mecanismo, con
independencia de su explicaciéon fisiopatolégica, tenia un potencial impacto en |la
guimioprevencion del cancer colorrectal y requeria una confirmacion rapida, pues podia
suponer en el futuro ampliar las indicaciones quimiopreventivas de la aspirina, empleandose

no solo como farmaco cardioprotector.
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Estos hechos fueron confirmados posteriormente por numerosos estudios epidemiolégicos, los
cuales fueron analizados en un metaandlisis llevado a cabo por Algra y Rothwell®’. Estos
autores realizan una busqueda de estudios casos-control y estudios de cohortes publicados
entre 1950 y 2011 que informaran sobre asociaciones entre el uso de aspirina y el riesgo de
desarrollar céncer. En los estudios de casos-controles, el uso regular de aspirina se asociaba
con una reduccién del riesgo de desarrollar CCR, con pequeiias diferencias entre los estudios, y
con una buena correlacion con el efecto asociado al uso de aspirina diaria que se observaba
en ensayos clinicos aleatorizados. Reducciones similares fueron observadas en el riesgo de
cancer esofagico, gastrico, biliar o mamario, siendo los efectos mas notables en cdnceres que

afectaran el tracto gastrointestinal.

En 2009, Cole et al *® disefian un metaandlisis combinando datos de ensayos clinicos
aleatorizados con doble ciego que compararan la incidencia de adenomas colorrectales o
lesiones mas avanzadas (adenomas tubulovellosos, adenomas vellosos, adenomas con
diametro mayor a 1 cm, adenomas con displasia de alto grado o cancer invasivo) en pacientes
consumidores de aspirina con un grupo placebo. Identifican 4 ensayos clinicos con 2967
participantes. Las dosis de aspirina asignadas iban de 81-375 mg/dia. 33 meses después de
comenzar el estudio, se encontré adenomas en un 37% de los participantes asignados a
placebo y en un 33% de los participantes asignados al grupo aspirina. Respecto a lesiones
avanzadas, se encontraron en un 12% de los asignados a placebo y en el 9% de los asignados al
grupo aspirina. En el estudio no se objetivan fenédmenos de dosis-dependencia. De hecho, una
comparacién directa entre dosis altas (300-325 mg/dia) con dosis bajas (81-160 mg/dia) de
aspirina mostraba una reduccién del riesgo de adenoma significativamente mas alta cuando se
empleaban dosis bajas de aspirina. Estos hechos apoyan la teoria de que la aspirina a bajas
dosis interfiere con las primeras etapas de transformacidon de la mucosa intestinal en
adenoma, lo que es considerado el precursor de la mayoria de CCR. En la misma linea, en 2014
se lleva a cabo en Japén un ensayo clinico para probar la eficacia de aspirina en dosis de
100mg/dia en la prevencién de CCR en pacientes con lesiones preneoplésicas®. El tiempo de
tratamiento fue de dos afos, y se observd un descenso en el desarrollo de CCR aquellos
sujetos asignados al grupo aspirina en comparacién con el grupo placebo. Este efecto

guimiopreventivo fue mucho mas eficaz en pacientes no fumadores.

El sindrome de Lynch es la causa més importante de CCR hereditario®. Los individuos con
sindrome de Lynch tienen un riesgo de 50-70% de desarrollar CCR y un 40-60% de desarrollar

cancer endometrial. Estd causado por mutaciones genéticas autosémico dominantes que

33



provocan defectos en la funcion de reparacién del ADN. Los CCR en el sindrome de Lynch estan
caracterizados por un ratio de progresiéon adenoma- carcinoma de 1:1, comparado con los
casos de CCR espontaneo que tienen un ratio de 30:1. Es decir, si se permite su evolucién, la
gran mayoria de los pélipos existentes en un paciente afecto de sindrome de Lynch se
malignizaran®. Por todo ello, es importante la blUsqueda de estrategias preventivas que
impidan o dificulten el desarrollo de CCR en pacientes diagnosticados de sindrome de Lynch.
Asi, en 2008, Burn et al realizan un ensayo clinico® en el que comparan los efectos de la
aspirina (600mg/dia) con la ingesta de 30g/dia de almidones resistentes -la ingesta de
almidones resistentes se ha asociado a efectos antineopldsicos en el colon- en pacientes
afectos con el sindrome de Lynch, ambos grupos comparados con placebo. Tras un periodo de
seguimiento medio de 29 meses, el 18.9% de los pacientes asighados al grupo aspirina
desarrollaron neoplasias, porcentaje muy similar al de grupo placebo (19%). De entre los
pacientes asignados al grupo del almidén resistente, desarrollaron neoplasias un 18.7%,
comparado con un 18.4% en el grupo placebo. Los investigadores por tanto concluyen que el
uso de aspirina o de almidones resistentes durante 4 aifos no tiene efectos en la incidencia de
adenoma colorrectal o carcinoma entre los pacientes con sindrome de Lynch.

Sin embargo, este mismo grupo de investigacion lleva a cabo un seguimiento a largo plazo de
este mismo grupo de pacientes a estudio®® y, con un periodo medio de seguimiento de 55.7
meses desde la intervenciéon, encuentran reducciones significativas en la incidencia de CCR en
los pacientes asignados al grupo de aspirina, concluyendo por tanto que el tratamiento con
aspirina a 600mg/dia durante una media de 25 meses reduce la incidencia de cancer a los 55.7
meses en pacientes con sindrome de Lynch.

En el afio 2010, Rothwell et al’® evaltan el efecto de la toma de aspirina sobre la incidencia y
mortalidad debida a CCR mediante el analisis de 4 ensayos clinicos que estudiaban el efecto
de aspirina comparada con placebo en la prevencién de eventos cardiovasculares. Aunque el
objetivo primario de estos ensayos clinicos no era evaluar el papel de la aspirina como agente
guimiopreventivo, la informacién podia ser obtenida con fiabilidad mediante un seguimiento
post-ensayo y la consulta de datos en los registros de mortalidad y cancer. La duracién media
del tratamiento en estos 4 ensayos clinicos fue de 6 anos. De los 14033 pacientes que
participaron en ellos, 391 (2.8%) desarrollaron CCR durante un periodo de seguimiento medio
de 18.3 afios, de los cuales 240 murieron. Las dosis de aspirina empleadas en los ensayos
variaban desde 75mg a 1200mg al dia. La asignacion al grupo aspirina redujo la incidencia de
CCR en un 24% y la mortalidad CCR-especifica en un 35%.

De nuevo Rothwell y sus colaboradores 7 se sirvieron en 2011 de ensayos clinicos con aspirina

disefiados inicialmente para evaluar el efecto de la misma en la prevencion de eventos
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cardiovasculares, para estudiar el efecto de la aspirina en la incidencia y mortalidad debida al
cancer, en esta ocasion evaluando cdnceres tanto gastrointestinales como no
gastrointestinales. El estudio se llevd a cabo con los datos recolectados en 8 ensayos clinicos,
en los cuales participaron un total de 25570 pacientes. Cuando se analizaron los datos
individuales de los pacientes, el beneficio de la toma de aspirina era evidente tras solo 5 afios
de seguimiento. El riesgo de muerte por cancer a los 20 anos permanecid mas bajo en los
grupos asignados a aspirina respecto a los grupos control. El periodo de latencia tras el
tratamiento que debia transcurrir antes de verse un efecto en las muertes fue de alrededor de
5 afios para el carcinoma esofdgico, pancredtico, cerebral y pulmonar, y de mas tiempo para el
carcinoma gastrico, colorrectal y prostatico. Respecto a los carcinomas de eséfago y pulmon, el
efecto quimiopreventivo de aspirina se observé solo en los adenocarcinomas. El beneficio se
demostré independiente a la dosis de aspirina empleada (siempre que la dosis fuera de
minimo 75mg/dia), e incrementaba con la edad, alcanzando una reduccidn absoluta del 7.08%
en el riesgo de muerte por cancer a los 20 aifos en pacientes a partir de 65 afios.

Los dos ensayos clinicos mds grandes hasta la fecha que han evaluado el efecto de la aspirina
como prevencién primaria son el Physicians' Health Study (PHS) y el Women’s Health study
(WHS). En el PHS®, llevado a cabo en 1989, se compard el efecto de la toma de aspirina 325mg
en dias alternos contra placebo por parte de 22.071 hombres, y tras 5 afios de seguimiento, no
se observaron diferencias en la incidencia de CCR. Tras esto se extendid el periodo de
seguimiento a 12 afios, pero tampoco se observaron diferencias. En el WHS”® se emplearon
dosis de aspirina 100mg en dias alternos, y fue el Unico ensayo clinico especificamente
disefiado para examinar el efecto de la aspirina como prevencidn primaria del cancer y como
prevencion cardiovascular. En el estudio participaron 39876 mujeres. Tras 10 afios de
seguimiento, los autores concluyeron que la asignacion al grupo aspirina no se asocidé con una
reduccion en el riesgo de CCR ni de ningun otro tipo de cancer, con la excepcion del carcinoma
pulmonar, donde si se observd una ligera reduccion del riesgo. Sin embargo, en un andlisis de
los datos posterior que incluyd un seguimiento post-ensayo de 18 afios de media, se observo
una reduccion del 20% en la incidencia de CCR en aquellos sujetos asignados al grupo
aspirina®. A dia de hoy no se ha encontrado una explicacién al hecho de que los ensayos PHS y
WHS mostraran unos resultados diferentes, ya que ambos comparaban el efecto de aspirina

tomada en dias alternos respecto a placebo.

Para indicar el uso de aspirina a bajas dosis como prevencién del CCR, se deben realizar
estudios de beneficio riesgo. El principal efecto secundario de la aspirina es el sangrado mayor,

especialmente el sangrado mayor cerebral. En 2012 Rothwell et al®® desarrollan un
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metaandlisis donde estudian el uso de aspirina a largo plazo y su asociacién con el desarrollo
de cancer, los eventos cardiovasculares, y el sangrado cerebral, considerandose este ultimo el
principal riesgo derivado de la toma de aspirina. Al estudiar estos tres parametros, descubren
que, al contrario de lo que sucede con la incidencia de cancer la cual disminuye cuando el
tratamiento de aspirina se alarga, tanto los eventos cardiovasculares como los sangrados
cerebrales tienen a igualar sus incidencias respecto a placebo cuando el tiempo de
seguimiento es mayor a tres anos. Es decir, el potencial efecto perjudicial de aspirina en forma
de sangrados cerebrales tiende a disminuir si el tratamiento con la misma se realiza a largo
plazo, mientras que el efecto preventivo en CCR aumenta. Por ello, se entiende que el efecto
de reduccidn de la mortalidad asociado al uso de aspirina a largo plazo es debido a su accion
preventiva sobre el desarrollo de neoplasias, ya que la muerte por accidentes vasculares no

2 Ademas, la proporcién de

disminuye y la muerte por sangrados cerebrales no aumenta
episodios de sangrado cerebral que resultaron fatales fue mayor en los pacientes asignados al
grupo placebo que en los pacientes asignados al grupo aspirina. En un analisis de este mismo
estudio se afirma que, aunque los beneficios vasculares y anticancerosos sobrepasan los dafos
por sangrado cerebral mayor, estos analisis no tienen en cuenta efectos adversos menos serios
como sangrados menores, que, aunque no comprometen la vida del paciente, pueden afectar
a su calidad de vida®3.

En 2015, Mammadova et al®® realizan una revisidon sobre las evidencias publicadas hasta ese
momento que evallen el papel de las plaquetas en el cancer, y se centran en las implicaciones
terapéuticas existentes. Respecto a la aspirina, estudios prospectivos han demostrado que la
toma de aspirina (300 mg al dia) durante un minimo de 5 afios es efectiva en la prevencion
primaria de CCR, con una latencia de 10 afos, es decir que es a los 10 afos del comienzo del
tratamiento cuando se observa un descenso en la incidencia de CCR ®°. En 2012, un estudio
prospectivo estudia el efecto de la toma de aspirina en el desarrollo de metastasis®. Para ello,
emplean una base de 17285 pacientes que tomaban aspirina diariamente como prevencién de
enfermedad cardiovascular, y la comparan con un grupo control. Se compara la incidencia de
metastasis en los pacientes que desarrollaran un tumor a lo largo del estudio. Los pacientes
gue tomaban aspirina tenian un riesgo menor de presentar metastasis en el momento del
diagndstico de la enfermedad tumoral asi como un riesgo menor de aparicién de metastasis
durante el tiempo de seguimiento de la enfermedad en aquellos que no las hubieran
presentado desde el inicio. Reimers et al ®’declaran tras un estudio que el uso de aspirina tras
el diagndstico de cancer de colon mejora la supervivencia.

|68

Recientemente, en 2013, Zhang et al®® elaboran un meta-analisis para estudiar el efecto de la

aspirina en el desarrollo de adenocarcinoma de eséfago en pacientes con esdfago de Barreth.
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El resultado del estudio, que comprendié mas de 5446 participantes, fue que el uso de aspirina
reducia la incidencia tanto de adenocarcinoma de eséfago como de displasia de alto grado.

1% agrupa los

Una revision publicada recientemente (Mayo del 2017) por Contursi et a
resultados obtenidos con terapias antiplaquetarias como tratamiento oncolégico, revisando no
solo los resultados obtenidos con aspirina sino evaluando el efecto de otros farmacos
antiagregantes.

El receptor de ADP plaquetario P2Y12 es la diana farmacolégica de algunos agentes
antitrombdticos, incluyendo las tiopiridinas (ticoplidina, clopidogrel y prasugrel), que inhiben
el receptor de manera irreversible, y los antagonistas directos y reversibles del mismo(
ticagrelor, cangrelor y elinogrel)®°.

Segun los autores, aunque diversas lineas de evidencia obtenidas en experimentacién animal
apoyan un posible efecto antitumoral de estos farmacos, su eficacia no ha sido probada en
humanos. Los autores revisan las evidencias experimentales realizadas con los farmacos
inhibidores del receptor P2Y12 en modelos experimentales in vitro e in vivo. Asi, Wang et al
Oprueban que los ratones con con una deficiencia en la expresién del receptor P2Y12
muestran un menor nimero de metdstasis cuando padecen un carcinoma pulmonar (Lewis

I”* demuestran que la coadministraciéon de clopidogrel y

Lung Carcinoma). Ademas Sitia et a
aspirina evitaba o retrasaba la formacién de hepatocarcinoma y mejoraba la supervivencia en
ratones con hepatitis B. Respecto al receptor GPllb/llla, Boukerche et al’> demuestran su
implicacion en la comunicacién entre las plaquetas y las células de melanoma. Estos
investigadores emplean un anticuerpo monoclonal (LYP18) dirigido contra GPIIb/IlIA e inhiben
tanto las interacciones entre las plaquetas y las células del melanoma como el fendmenos de
agregacion plaquetaria. Asimismo, Nierodzik et al”® descubren que el bloqueo de GPIIB-IIIA
empleando el anticuerpo monoclonal 10E5 provoca un descenso en la colonizacién pulmonar
por parte de células cancerosas en experimentos con ratones. Los autores de esta revision
también evalluan el efecto de los receptores PAR, cuyos efectos han sido expuestos
previamente en este trabajo. Un estudio demostrd que, tras la inyeccién de células de
melanoma en varios grupos de ratones, el nUmero de metastasis pulmonares era menor en
aquellos ratones que no expresaban los receptores PAR4, debido a su implicacién en los
fendmenos de angiogénesis’®. Ademads, otro estudio reciente demuestra que el uso de

heparina y de fondaparinux reducia la activacién de las plaquetas por parte de células

cancerigenas mamarias debido a la no activacién del receptor PAR1 por parte de trombina’®.

Las evidencias publicadas que demuestran la eficacia de aspirina como farmaco

guimiopreventivo en el cancer son numerosas. En la actualidad, hay una gran cantidad de
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ensayos clinicos en marcha evaluando este efecto, los cuales se han resumido en el anexo 3 al

final de este trabajo en una tabla informativa.
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CONCLUSIONES

Existe un vinculo demostrado entre las funciones plaquetarias y el desarrollo
tumoral. Las plaquetas participan activamente promoviendo los procesos de

angiogénesis y metdstasis tumoral.

La interaccién con las células tumorales induce en las plaquetas su activacién
asi como modificaciones en su perfil de ARN y proteinas. El analisis del
transcriptoma y proteoma plaquetario ha demostrado ser util como
biomarcador tanto para el diagndstico precoz del cancer, como para evaluar la
respuesta al tratamiento quimioterdpico y la deteccién de recidivas. Sin
embargo, dado que el numero de evidencias es todavia limitado, son

necesarios nuevos estudios antes de que pueda tener aplicacidn clinica.

El recuento plaquetario aumentado (trombocitosis) asi como la elevacién del
ratio entre el nimero de plaquetas y linfocitos representan un factor de mal

prondstico independiente para pacientes con cancer.

Las terapias antiplaquetarias han demostrado ejercer un efecto antitumoral.
De todas ellas la mas estudiada es la aspirina, que ha demostrado de forma
reiterada en estudios observacionales y ensayos clinicos de prevencion
cardiovascular, ejercer un efecto protector, disminuyendo tanto la incidencia
como la mortalidad de diferentes tipos de cdncer, especialmente del tracto

gastrointestinal.

El empleo diario de aspirina a dosis bajas en pacientes de riesgo ha mostrado
tener un efecto quimiopreventivo a largo plazo para el desarrollo de neoplasias
colorrectales, superando los potenciales beneficios al riesgo de sangrado que

implica la toma del farmaco.

La toma de aspirina asociada al tratamiento quimioterdpico en pacientes
oncolégicos ha demostrado disminuir la tasa de metastasis, las recidivas
tumorales una vez alcanzada la curacion y mejorar la supervivencia de los

pacientes
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A pesar de existir evidencia cientifica del efecto antitumoral de las terapias
antiplaguetarias quedan por definir muchas cuestiones como qué drogas son
las mas efectivas, la dosis y duracién optimas, asi como la poblacién de
pacientes iddnea para beneficiarse de este tipo de tratamiento. Los numerosos
ensayos clinicos que se estan desarrollando en la actualidad contribuiran sin

duda a aclarar estos aspectos.
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