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Resumen

El cancer de ovario es una neoplasia maligna heterogénea con alta tasa de mortalidad
asociada frecuentemente a un diagnostico tardio y baja supervivencia. En este contexto se
ha observado que las plaquetas ademas de su papel en la hemostasia, participan
activamente en la progresion tumoral mediante su interaccidon con las células cancerosas y

el microambiente tumoral.

El objetivo de este estudio fue analizar los cambios en la expresion de genes clave
involucrados en la transicion epitelio-mesénquima y la proliferacion celular en las lineas
tumorales OVCAR3 y SKOV3 tras su cocultivo con plaquetas, asi como evaluar los
cambios en su comportamiento funcional. Para ello, se realizaron ensayos de cierre de
herida, degradacion de gelatina y clonogenicidad, ademas del analisis de la expresion
génica de marcadores asociados a transicion epitelio-mesénquima (E-cadherina y
N-cadherina), degradacion de matriz extracelular (MMP2 y MMPY) y proliferacion (Ki67 'y
PCNA).

Los resultados mostraron que el cocultivo con plaquetas modifica la expresion génica en
ambas lineas celulares, destacando cambios en genes relacionados con la transicion
epitelio-mesénquima y la degradacién de matriz extracelular, particularmente MMP2 y
MMPY, cuya sobreexpresion se asocid con la concentracion de plaquetas y el tiempo de
cocultivo. A nivel funcional, las células cocultivadas presentaron un aumento en la
migracion y en la capacidad de degradar la matriz extracelular en comparacion con los

controles.

En conjunto, estos hallazgos indican que las plaquetas promueven un fenotipo mas
agresivo en células de cancer de ovario, favoreciendo procesos asociados a invasion y
diseminacion tumoral mediante la modulacion de la expresion génica y el comportamiento

celular.
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1. Introduccion

El cancer se define como un grupo de enfermedades heterogéneas que generalmente posee
las siguientes caracteristicas: 1) evaden los supresores del crecimiento, 2) evaden al
sistema inmune inmortalidad replicativa, 3) promueven la inflamacion del tumor, 4)
adquieren capacidad invasiva y metastdsica, 5) inducen angiogénesis, 6) promueven la
inestabilidad genomica, 7) son madas resistentes a la muerte celular, 8) desregulan el
metabolismo celular y 9) mantienen indefinidamente activa la sefial proliferativa, (Figura
1) (Hanahan, 2022).

El cancer es un proceso multifactorial que implica la acumulacion de mutaciones genéticas
y alteraciones epigenéticas, lo que dan como resultado un crecimiento descontrolado de las
células (Hanahan et al., 2011).

El proceso por el cual una célula normal adquiere caracteristicas neoplasicas se denomina
transformacion celular, la cual constituye la primera de tres etapas de la carcinogénesis:

1) La etapa de la iniciacion se caracteriza por la aparicion de mutaciones en genes claves
también conocidos como genes conductores del cancer —oncogenes y genes supresores de
tumores —, debido a la exposicion a agentes carcinogénicos, quimicos, bioldgicos,
ionizantes, no ionizantes, teratogénicos y clastogenos (Vogelstein et al, 2013). Un
carcinogeno puede inducir una mutacion genética, provocando un cambio en la secuencia
de bases, como una mutacion puntual (sustitucion, insercion o delecion de una base), al
alterar la estructura del ADN; si esta no es corregida, puede fijarse durante la replicacion,
contribuyendo a la progresion hacia la etapa de promocion tumoral (Vogelstein et al.,
2013).

2) En la etapa de la promocion, estas células previamente mutadas comienzan a proliferar
de forma acelerada en respuesta a factores de crecimiento y sefales asociadas a
inflamacién cronica. Este proceso no requiere nuevas alteraciones genéticas, pero si
depende de cambios epigenéticos y del microambiente celular (Pitot, 2000). En Ia
promocion, las células alteradas evaden los procesos de apoptosis, se vuelven inmortales y
adquieren mutaciones que favorecen la proliferacion. En este punto del proceso, todavia se
puede considerar de tipo reversible. Ademas, en algunos tipos de cancer, como el de mama
y ovario, las hormonas sexuales, como el estrégeno, actian como agentes estimulantes, al
igual que factores de crecimiento como el TGF-B, que participa en la regulacion de la
proliferacion celular, la migracion y la diferenciacion. Sin embargo, no todos los tipos de
cancer dependen de estimulos hormonales, como ocurre en neoplasias 6seas u otros

carcinomas solidos. Incluso en tipos de cancer hormono-dependientes, se ha observado que
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pacientes con niveles normales de estrogeno pueden desarrollar tumores, lo que sugiere la
participacion de otras vias de sefializacion, alteraciones epigenéticas o factores de
crecimiento que actan de manera autocrina o paracrina, regulando proliferacion y la
diferenciacion celulares (Figura 1-2) (Rickard et al., 2021).

Las modificaciones epigenéticas —como las alteraciones en los patrones de metilacion del
ADN vy las modificaciones de histonas— promueven el desarrollo del cancer al expresar
genes que regulan el ciclo celular y la apoptosis, promover la inflamacion crénica, facilitar
un microambiente celular y mejorar la supervivencia celular (Rickard ef al., 2021). Las
células pasan por diversos fenotipos, como lo son: atrofias, hipertrofias, metaplasias,
hiperplasias y displasias (Rickard et al., 2021).

3) Por ultimo, la progresion es la etapa final e irreversible de la carcinogénesis. En ella,
se acumulan mutaciones que confieren a las células capacidades malignas — evasion de la
apoptosis, invasion de tejidos y metastasis — A lo largo de la progresion, las células
malignas adquieren caracteristicas mas agresivas y adaptativas, que les permiten invadir
los tejidos circundantes, remodelar la matriz extracelular y migrar hacia sitios distantes a
través de los vasos sanguineos o linfaticos. Este proceso da lugar a la diseminacion
metastasica con afinidad por Organos especificos, fendomeno conocido como
organotropismo, que depende de la interaccion entre las células tumorales y los
microambientes tisulares receptores (Vogelstein et al., 1988).

Durante la progresion tumoral, las células malignas experimentan una acumulacion
adicional de alteraciones genéticas y epigenéticas que consolidan el fenotipo neoplasico
avanzado. Estas modificaciones incluyen la activacion sostenida de oncogenes —versiones
mutadas de protooncogenes celulares como RAS, MYC, RAF y HER2—, asi como la
pérdida o inactivacion funcional de genes supresores de tumores, lo que otorga a las células
una ventaja proliferativa, resistencia a sefales inhibitorias y capacidad para invadir tejidos
adyacentes (Sidransky, 1995). Ademads, durante esta etapa se intensifican procesos como la
angiogénesis, la evasion del sistema inmune, la plasticidad fenotipica y la reprogramacion
metabolica, lo que contribuye a la progresion agresiva del tumor y a su potencial

metastasico (Sidransky, 1995).
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Figura 1. Hallmarks emergentes. Representacion esquemadtica de los rasgos emergentes y
mecanismos de soporte que complementan las funciones clave del cancer, permitiendo a las células
tumorales adaptarse al entorno y superar barreras fisiologicas. Entre los hallmarks emergentes se
incluye la (i) plasticidad fenotipica, que otorga a las células tumorales la capacidad de cambiar de
identidad celular para adaptarse a diferentes entornos; (ii) la reprogramacion epigenética no
mutacional, que altera la expresion génica sin modificar la secuencia del ADN, y (iii) la influencia
de microbiomas polimorficos, que modulan procesos como la inflamacion; (iv) la respuesta
inmune, y (v) el metabolismo tumoral. Por otro lado, (vi) la presencia de células senescentes en el
microambiente tumoral, que a pesar de no dividirse, secretan factores que favorecen la progresion
del cancer, y (vii) el establecimiento de un entorno que favorece la inestabilidad genomica,
promoviendo la aparicion de nuevas variantes tumorales mas agresivas. Estas propiedades no estan
presentes en todos los tipos de cancer, pero aportan ventajas significativas. Modificada de Hanahan,
D. (2022). Hallmarks of cancer: New dimensions. Cell, 185(2), 267-280.
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Figura 2. Caracteristicas distintivas del ciancer. Representacion esquematica de las capacidades
funcionales que adquieren las células cancerosas para sostener el crecimiento maligno y facilitar la
progresion tumoral. Estas incluyen: (i) la sefializacion proliferativa sostenida, que permite a las
células tumorales estimular su propia division; (ii) la evasion de supresores del crecimiento,
mediante la inactivacion de vias que normalmente limitan la proliferacion; (iii) la evitacion de la
destruccién inmunoldgica, que impide su eliminacion por el sistema inmune; (iv) la activacion de
mecanismos de invasion y metastasis, facilitando la diseminacion a otros tejidos, y (v) la induccion
de angiogénesis, que promueve la formaciéon de nuevos vasos sanguineos para nutrir el tumor.
También se consideran: (vi) la inestabilidad genémica y mutacion, que generan diversidad genética
favorable al tumor; (vii) la inflamacion promotora de tumores, que proporciona sefiales
proliferativas y de supervivencia; (viii) la resistencia a la muerte celular, mediante la evasion de la
apoptosis; (ix) la reprogramacion del metabolismo energético, que favorece la utilizacion de rutas
metabolicas alternativa, (x) y la inmortalidad replicativa, mantenida por mecanismos como la
activacion de la telomerasa. Modificada de Hanahan, D. (2022). Hallmarks of cancer: New
dimensions. Cell, 185(2), 267—-280.

2.1 Cancer de ovario

Los ovarios se definen como glandulas reproductoras femeninas, donde tienen su origen
los 6vulos y donde tiene lugar la produccion de estrogenos y progesterona (Instituto
Nacional del Cancer, 2024). El cancer de ovario es una neoplasia maligna que afecta a un

gran numero de mujeres. A nivel mundial se reporté en 2024, una tasa de mortalidad de
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206,956. Mientras que, en México, para 2024 se reportd una tasa de mortalidad de 2,000
mujeres (GLOBOCAN, 2025; Gobierno de México, 2022).

El desarrollo del cancer de ovario generalmente es asintomatico, por lo que se detecta en
etapas avanzadas, dificultando asi el tratamiento y la recuperacion de las pacientes (Tarek
et al., 2022). Por lo tanto, es necesario desarrollar estrategias de diagndstico oportuno y
mejorar las opciones terapéuticas, para reducir su impacto en la salud publica (Bregenzer et

al., 2019).

Existen diversas formas de clasificacion del cancer de ovario, 1) basadas en histologia; 2)
clasificacion por grado; 3) clasificacion por estadio clinico (FIGO) y 4) clasificacion
molecular. La mas utilizada es la clasificacion histologica (Organizacion Mundial de la
Salud, 2025), debido a que presenta una mayor correlacion con el diagnostico y permite
identificar con precision los distintos tipos tumorales epiteliales, cada uno con
caracteristicas bioldgicas, patrones de diseminacion, comportamiento clinico y respuesta
terapéutica particulares. Ademas, al estar dividida en subtipos, facilita la investigacion de
terapias dirigidas y es complementaria con la estadificacion FIGO (Figura 3) (Cybula et

al., 2022). Los subtipos del cancer de ovario basados en la histologia que presentan son:

a) Epiteliales de tipo I: abarcan el carcinoma seroso de bajo grado (LGSC), el carcinoma
endometrioide (EC), el carcinoma de células claras (CCC) y el carcinoma mucinoso
(MC) (Bhavsar et al., 2024).

b) Epiteliales de tipo II: abarcan el seroso de alto grado (HGSC), el carcinoma
indiferenciado y el carcinosarcoma. (Bhavsar et al., 2024).

c) No epiteliales: aproximadamente el 5% de las pacientes diagnosticadas con cancer de
ovario lo presentan, incluyen carcinoma de células germinales y carcinoma de células

pequenas (Bhavsar et al., 2024).
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Figura 3. Clasificacion histologica del cancer de ovario. Division entre tumores epiteliales y no
epiteliales con sus respectivos subtipos y genes desregulados mas frecuentes: KRAS; BRAF
(protooncogenes que codifican proteinas implicadas en la via MAPK favoreciendo la proliferacion
celular); PIK3CA (gen que codifica la subunidad PI3K, involucrada en sefiales de supervivencia y
ciclo celular); PTEN( gen supresor tumoral que antagoniza la via PI3K/AKT regulando la apoptosis
y el ciclo celular); CTNNBI (gen que codifica la B-catenina, proteina clave en la adhesion celular) ;
ARID1A (gen supresor tumoral que participa en la remodelacion de la cromatina); 7P53( gen
supresor tumoral que regula la respuesta al dafio del ADN y apoptosis, mutado en la mayoria de
carcinomas serosos de alto grado), y BRCA1/2 (genes supresores involucrados en la reparacion del
ADN por recombinacion homologa, mutaciones hereditarias o somaticas, aumentando el cancer de
ovario de alto grado). Modificada de Cybula, M., Stepien, E., & Kapka-Skrzypczak, L. (2022). The
Hallmarks of Cancer: Challenges in the Quest for Precision Oncology. Cancers, 14(4), 917.

2.2 Epidemiologia

El rango de edades de las pacientes que padecen esta enfermedad va de los 20 hasta los 50
afios. Sin embargo, el subtipo epitelial invasivo predomina en la poblacion de mas de 50

afios (Berek et al., 2021).

A nivel mundial, el cancer de ovario presentd, en 2022, aproximadamente 324,603 nuevos
casos (GLOBOCAN, 2022). El cancer de ovario fue responsable de aproximadamente
207,000 muertes a nivel mundial, lo que lo convirti6 en la octava causa de muerte por
cancer en mujeres, la prevalencia global del cancer de ovario en 2022 a nivel mundial fue

de aproximadamente 1,200,000 habitantes mujeres (Figura 4) (GLOBOCAN, 2022). En
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México, la incidencia estimada en ese mismo periodo fue de 4,600 casos nuevos por afno
(GLOBOCAN, 2022). En México, se registraron cerca de 2,800 y 3,000 muertes anuales
(GLOBOCAN, 2022). Para el mismo afio, en México, se estimo que la prevalencia fue
cerca de 15,000 mujeres, aunque la cifra puede estar subestimada por el diagnostico tardio.
(GLOBOCAN, 2022).

En el afio del 2023, a nivel mundial no se cuentan con datos estimados de incidencia,
mortalidad y prevalencia debido a que los datos mas recientes para un rastreo
epidemiologico son del afio 2022 y 2024. En México se registro la misma tasa de
prevalencia y de incidencia que en el 2022, debido a que los informes tenian una
proyeccion a 5 anos. Sin embargo, la mortalidad registrada en 2023 en México por cancer
de ovario fue de 91,562 muertes por cancer, aunque los reportes no especifican el nimero
exacto de muertes por cancer de ovario (INEGI, 2025).

En 2024 a nivel mundial se registraron 324.603 casos de incidencias y 206.956 casos de
mortalidad de forma anual; la prevalencia a nivel mundial fue de 269.179 mujeres anuales
(Figura 4) (GLOBOCAN, 2022). Durante ese mismo afio, México ocupd el tercer lugar en
neoplasias ginecoldgicas mas frecuentes, se registraron 5,000 casos de incidencias
(Secretaria de Salud, 2024). El nimero de muertes registradas en 2024 en México, fue de
5,676 muertes (GLOBOCAN, 2022). Mientras que, la prevalencia fue de aproximadamente
221,001 personas en México (GLOBOCAN, 2024). Hasta la fecha, no se dispone de datos
globales actualizados para 2023, 2024 y 2025 sobre la incidencia y la mortalidad del
cancer de ovario a nivel mundial. Esto se debe a que las estimaciones epidemiologicas a
nivel mundial, como las reportadas por GLOBOCAN, presentan un desfase temporal
debido a los procesos de recopilacion, validacion y estandarizacion de los registros
poblacionales de cancer. Por lo tanto, las cifras mas recientes corresponden al afio 2022, las
cuales continian utilizdndose como referencia para describir la carga global de la

enfermedad en afios posteriores.
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2022: Incidencia = 4,600; Mortalidad = 2,900
2024: Incidencia = 5,000; Mortalidad = 5,676
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Figura 4. Comparaciéon del nimero de casos de cancer de ovario, incidencia y mortalidad en
México en 2022 y 2024. Grafica de barras con datos crudos que muestra la incidencia y mortalidad
por cancer de ovario durante los afios 2022 y 2024 en México. El eje X representa las dos
categorias epidemiologicas analizadas: nimero de casos nuevos (incidencia) y nimero de muertes
(mortalidad). El eje Y indica la cantidad de casos registrados expresados en valores absolutos
(personas afectadas). Modificacion de Jemal, A., & Bray, F. (2021). Global cancer statistics 2020:
GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA:
A Cancer Jouarnl for Clinicians, 71(3), 209-249. Elaboracion propia.
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2.3 Diagnostico y tratamiento

Los métodos empleados en el diagnostico de cancer de ovario incluyen, examen pélvico,
ecografia, tomografia computarizada (TC), tomografia por emision de positrones (TEP),
imagenes por resonancia magnética (IRM) y biopsia (Berek ef al., 2020). Entre los
tratamientos empleados para el cancer de ovario se encuentran los quirargicos, como las
cirugias. Existen tres tipos de cirugias, que se nombran de acuerdo con su invasividad o

con la posicion de la abertura del corte (Instituto Nacional del Céancer, 2024) (Figura 7).

Las cirugias se emplean comunmente para extirpar la mayor cantidad posible de tejido
tumoral. Los criterios para elegir la cirugia dependen del estadio del céncer y de
consideraciones sobre la fertilidad en pacientes jovenes. La histerectomia total esta
recomendada para estadios de tipo I; la histerectomia salpingo-oforectomia se realiza en
estadios de tipo I y III, mientras que la histerectomia radical esta recomendada unicamente
para pacientes con cancer de ovario seroso de alto grado en estudios avanzados. (Morice et
al., 2016). Otra clasificacion de tratamientos es la de los quimicos, los cuales pueden ser
administrados por via oral, intravenosa o intramuscular. En esta categoria se incluyen las
quimioterapias (Instituto Nacional del Céncer, 2024). Con respecto al tipo bioldgico, se
encuentra la inmunoterapia; mientras que de tipo fisico, las radioterapias (Instituto

Nacional del Céancer, 2024).

Los tratamientos para el cancer de ovario dependen del subtipo y estadios en los cuales se
realice el diagndstico. Los tratamientos con quimioterapia son utilizados posteriormente a
un tratamiento quirargico de estadios III y IV; mientras que los tratamientos con
radioterapia son utilizados en recaidas frecuentes de cancer, y la inmunoterapia es utilizada
en casos emergentes de tipo seroso de alto grado, debido a que presenta un perfil molecular
complejo, caracterizado por una alta inestabilidad gendmica, mutaciones frecuentes en
TP53, y una sobreexpresion de proteinas asociadas con proliferacion celular y evasion
inmune, como Ki-67, PCNA, MYC, etc., lo cual lo hace un candidato para estrategias
inmunoterapéuticas" (Mellon et al., 2019). Sin embargo, la eficiencia de los tratamientos
depende, como ya se menciono, de la rapidez con que se detecte el cancer y del estadio en

el que se encuentre (Bray ef al., 2018).
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Figura 5. Representacion de cirugias de histerectomia. a) Unilateral, por la que se extirpan el
utero, uno de los ovarios y una de las trompas de Falopio; b) Bilateral, por la que se extirpan el
utero, ambos ovarios y ambas trompas de Falopio. Procedimientos realizados mediante una incision
transversal baja o una incision vertical. Modificada de Instituto Nacional del Cancer (NCI). (2024).
Tratamiento del tumor de ovario de bajo potencial maligno (PDQ®)—Version para pacientes. U.S.
National Cancer Institute.

2.4. Plaquetas

Son fragmentos celulares derivados de células progenitoras encontradas en la médula 6sea
conocidas como megacariocitos. Las plaquetas poseen una morfologia discal, se localizan
en la sangre y en el bazo y, no son consideradas como células, debido a que no contienen
un nucleo, pero tienen varios organelos celulares derivados de los megacariocitos, entre
ellos las mitocondrias, ribosomas, peroxisomas, lisosomas, granulos alfa, granulos densos,
granulos lisosomales. Su tamafio oscila entre los 500 nm y los 3 micrémetros de didmetro,
son significativamente mas pequefios que cualquier otro componente de la sangre (Serrano,
2024). Las plaquetas en condiciones normales se encargan de protegernos cuando se
produce una lesion en nuestro cuerpo, van a la herida y ayudan a detener el sangrado al
reunir mas plaquetas junto con otros factores de coagulacion para formar un coagulo
(Figura 8) (Nakeff ef al., 1974). La formacion de las plaquetas se realiza mediante un
proceso denominado trombopoyesis, en el cual los megacariocitos maduran para producir
proplaquetas. La morfologia de las proplaquetas se alarga hasta producir plaquetas por
fision. Las plaquetas son activadas por agentes causales, es decir, eventos que rompen la
homeostasis, incluyendo dafio vascular, inflamacién cronica, infecciones, hipoxia y
factores derivados del microambiente tumoral, como citoquinas, vesiculas extracelulares o
estrés oxidativo (Machlus et al., 2013; Liao et al., 2023).
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El nimero de plaquetas en una persona sana oscila entre 150,000 a 450,000 plaquetas por
microlitro, lo que se traduce a 150 a 450 millones de plaquetas por litro (Yun et al., 2017,
Instituto Nacional del Céancer, 2024). En la actualidad, las plaquetas han generado un gran
interés por su interaccion con las cé€lulas, al formar parte del microambiente tumoral.
Asimismo, algunos estudios reportan que pueden promover la invasion tumoral y la
metastasis mediante varios mecanismos, lo que nos lleva a buscar respuestas sobre el papel

de las plaquetas en el cancer (Liao ef al., 2023).

En este contexto, se ha descrito el concepto de plaquetas “educadas por el tumor”
(tumor-educated platelets, TEPs), las cuales presentan modificaciones en su contenido
molecular como resultado de su interaccion con células tumorales o con sefiales derivadas
del microambiente tumoral. Estas modificaciones incluyen cambios en el perfil de ARN,
proteinas y vesiculas extracelulares, lo que les confiere la capacidad de reflejar el estado

del tumor y participar activamente en su progresion (Best et al., 2015)

La evidencia experimental ha demostrado que las plaquetas pueden ser reprogramadas por
el tumor mediante la transferencia de ARN y proteinas a través de vesiculas extracelulares.
Por ejemplo, estudios de secuenciacion de ARN han mostrado que las plaquetas de
pacientes con cancer presentan perfiles transcriptomicos distintos en comparacion con
donadores sanos, lo que permite no solo diferenciar entre individuos con y sin cancer, sino
también identificar el tipo tumoral. Estos hallazgos respaldan la idea de que las plaquetas
no son elementos pasivos, sino que adquieren activamente caracteristicas moleculares
inducidas por el tumor, participando en la regulacion del microambiente tumoral (Best et

al., 2015).

ORCR( )

o
< ba
megacariobasto promegacaiocito megacariocito Plaguetas
granular
megacariocito
liberador de
plaquetas

24



Figura 6. Proceso de megacariopoyesis y formacion de plaquetas. Representacion
esquematica de las etapas de maduracion de la linea megacariocitica, que culmina en la
liberacion de plaquetas. El proceso inicia con un megacarioblasto, célula progenitora derivada de
la médula osea, que da lugar a un megacariocito inmaduro. Durante su maduracion, el
megacariocito experimenta un crecimiento progresivo y desarrolla granulos citoplasmaticos,
esenciales para la funcion hemostatica de las plaquetas. Estos granulos incluyen: a) granulos alfa,
ricos en factores de coagulacion y proteinas de sefializacidon; b) granulos densos, que contienen
ADP, serotonina y calcio, y c) lisosomas, con enzimas hidroliticas. Su formacion ocurre
principalmente en el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, mediante mecanismos de sintesis,
empaquetamiento y transporte vesicular. Finalmente, el megacariocito maduro sufre fragmentacion
citoplasmatica para dar origen a plaquetas circulantes. Liao, C., Wu, X., Wang, J., Li, H., Zhang,
Q., & Wang, Z. (2023). Platelet-cancer cell interactions in the tumor microenvironment promote
ovarian cancer progression. Frontiers in Oncology, 13, 1170252,

2. Antecedentes particulares.

La carcinogénesis es un proceso multietapa mediante el cual las células normales
adquieren alteraciones genéticas y epigenéticas que las transforman en células cancerosas.
Uno de los eventos clave dentro de este proceso es la transicion epitelio-mesenquimal
(EMT, por sus siglas en inglés y TEM, por sus siglas en espafiol), definida como el cambio
fenotipico mediante el cual las cé€lulas epiteliales pierden sus caracteristicas de polaridad y
adhesion celular para adquirir un fenotipo mesenquimal, més migratorio e invasivo
(Instituto Nacional del Cancer, 2024). La TEM fue descrita inicialmente por Elisabeth Hay;
durante el desarrollo embrionario; como un paso clave en la formacién de 6rganos y tejidos
(Hay, 1995). Ya que, en condiciones normales, la TEM participa en diversos procesos
fisiologicos como el desarrollo embrionario (organogénesis), la cicatrizacion de heridas, la

regulacion de tejidos.

Durante la TEM, las células responden a sefiales provenientes del microambiente tumoral,
especialmente de la matriz extracelular (ECM), que contiene quimiocinas, citocinas
inflamatorias, integrinas, metaloproteinasas de matriz (MMP) y otros factores solubles que
modulan la plasticidad celular. Ademas, intervienen diversos tipos de células estromales,
como cé¢lulas troncales cancerosas, pericitos, fibroblastos asociados al céncer (CAF),
células endoteliales (EC) y células del sistema inmune, que cooperan activamente en la

progresion tumoral y en la evasion inmunoldgica (Hanahan y Weinberg, 2011).

La forma natural de las células es epitelial y poseen ciertas caracteristicas especificas, entre
otras, que son células adherentes, estrechamente unidas, forman monocapas y tienen una

polaridad apico-basal. Expresan diversos tipos de marcadores que sirven para el
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reconocimiento de esta, como lo son las proteinas de superficie como la E-cadherina

(Thiery y Sleeman et al., 2006).

Durante el proceso de la TEM, las células epiteliales adquieren un fenotipo mesenquimal.
Cuando ocurre esta transformacion, la célula mesenquimal que se estd formando pierde
toda polaridad apico-basal y expresa filamentos de vimentina. Ademas, expresa nuevos
marcadores en su superficie celular, como: N-cadherina, fibronectina, Snail, twist,
B-catenina. El fenotipo mesenquimal se vuelve resistente a la apoptosis, produce
componentes de la matriz extracelular e incrementa su movilidad (Arvelo et al., 2023). La
TEM es un proceso transitorio y reversible, que se le denomina plasticidad epitelial. Es
decir, las células epiteliales que han adquirido capacidades y fenotipos mesenquimales,
pueden revertir el proceso y volver a su estado epitelial original diferenciado (Chaffer et
al., 2016; Arvelo, 2013). Para la induccion de la TEM, se requiere una reorganizacion del
citoesqueleto —entre ellos; filamentos intermedios, microtibulos, y microfilamentos—, y
la produccion de enzimas que degradan la matriz extracelular. También, necesita promover
la activacion de diversos factores de transcripcion y, por ultimo, la expresion de

marcadores de superficie (Arvelo et al., 2023).

3.1 Marcadores de la transicion epitelio-mesenquimal (TEM) y su
relacion con el cancer de ovario

La superfamilia de caderinas consta de 114 proteinas de membrana dependientes de calcio,
pertenecientes a tres familias principales: caderinas, protocaderinas y proteinas
relacionadas con caderinas (Hulpiau et al., 2016; Gul et al., 2017). La mayoria de las
caderinas estan involucradas en la regulacion de la adhesion célula-célula, asi como en la
modulacion de procesos morfogenéticos y de diferenciacion cruciales durante el desarrollo

(Stemmler, 2008; Vestweber et al., 2015).

3.2 E-Cadherina

La E-cadherina es una proteina de 80 kDa codificada por el gen cadherin 1 (CDHI),
presente en el brazo largo del cromosoma 16, la cual contiene un dominio citoplasmatico.
el cual se subdivide funcionalmente en dos regiones: una region proximal que interactia
con las cateninas (a-, B- y pl20-catenina), y otra regiéon que regula la conexion con el
citoesqueleto de actina, modulando asi la estabilidad de las uniones adherentes

(Gloushankova et al., 2017):

1) dominio de yuxtamembrana y,
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2) Dominio de unidn a catenina.

La E-cadherina es la encargada de las uniones adherentes en células epiteliales de
mamiferos, y es considerada un supresor de tumores. La pérdida de su expresion es un
marcador clave de la TEM y se asocia con estadios tempranos de invasion y metastasis, un
menor grado de diferenciaciéon y un prondstico clinico. La pérdida de la regulacion de la
E-cadherina en las uniones adherentes es importante, ya que se asocia con estadios
tempranos del cancer antes de que se produzca la metastasis (Cao et al., 2019). Se ha
reportado que la reduccion de la expresion de E-cadherina en el tejido primario de cancer
de ovario puede indicar un pronodstico menos favorable y se asocia con un mayor avance de
la enfermedad. Sin embargo, Kielbik er al. en 2022 cuantificaron la expresion de
E-cadherina, la cual se establecid solo con el porcentaje de células tefiidas mediante
inmunohistoquimica (IHQ) indicando claramente que la expresion preservada de
E-cadherina esta asociada con la supervivencia favorable de pacientes con cancer de ovario

(Kielbik et al., 2022).

3.3 N-Cadherina

Es una glicoproteina transmembranal dependiente de calcio que participa en la adhesion
celular, especialmente entre células de tipo mesenquimal. Esta codificada por el gen
CDH?2, localizado en el brazo largo del cromosoma 18, tiene un peso molecular
aproximado de 130 kDa (Nieto et al., 2011). En el contexto del cancer, su sobreexpresion
se asocia con pérdida de adhesion epitelial, aumento de la migracion celular e invasion
tumoral, lo que favorece la progresion metastasica (Wheelock et al., 2008). En diferentes
tipos de lineas celulares de cancer de ovario, se ha observado que las células con mayor
expresion de E-cadherina mostraron menor resistencia a la apoptosis, menor adhesion a
matrices extracelulares y menor invasividad en comparacion con las lineas celulares con

mayor expresion de N-cadherina (Rosso et al., 2017).

A diferencia de la E-cadherina, la N-cadherina prevalece en tejidos no epiteliales y se
expresa en diferentes tipos celulares, como células neuronales, endoteliales, del estroma y

osteoblastos (Van y Beyond, 2014; Mrozik et al., 2018).

3.4 Metaloproteinasas de matriz

Las metaloproteinasas de matriz (MMP) constituyen una amplia familia de enzimas
proteoliticas. La primera MMP identificada fue la MMP-1, descubierta en 1962 por Gross
y Lapierre (Gross y Lapiere, 1962). Desde entonces, se han descubierto mas de 28 MMP
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(Liu et al, 2021). Sin embargo, solo 23 MMP se expresan en humanos (Cui N et al., 2017).
Las MMP se pueden dividir en seis grupos: (1) gelatinasas; (2) colagenasas; (3)
estromelinas; (4) matrilisinas; (5) MMP de tipo membrana, y (6) otras MMP. Por ejemplo,
la MMP-2 y MMP-9 han sido ampliamente asociadas con la invasion y metastasis en
diversos tipos de cancer, incluyendo cancer de mama y ovario; la MMP-1 se ha
relacionado con la degradacion de colageno en tumores de pulmén y melanoma; mientras
que la MMP-7 ha sido implicada en la progresion tumoral en cancer colorrectal
(Kessenbrock ef al., 2010). (Rangasamy et al., 2021). La funcién principal de las MMP es
mantener la homeostasis fisiologica del tejido mediante la degradacion de los componentes
de la matriz extracelular. Las MMP también estan involucradas en la degradacion de otras
enzimas proteoliticas, inhibidores de la proteasa, factores de coagulacién sanguinea,
citocinas, factores de crecimiento, moléculas de adhesion y receptores de la membrana
(Liu y Khalil, 2017; Bedkowska et al., 2021).

Las MMP se secretan en el ambiente como zimogenos inactivos conocidos como proMMP.
Las ProMMP se mantienen inactivas debido a la interaccién coordinada entre una cisteina
conservada en su dominio polipeptidico y un ion de zinc localizado en el sitio catalitico
activo, lo que impide su actividad enzimatica. Se activan por medio de un rompimiento del
enlace quimico entre la cisteina y el ion de zinc (Kicman et al., 2022). Las MMP también
tienen multiples funciones fisioldégicas que, en muchas ocasiones, pueden afectar
negativamente, como la regulacion de los procesos celulares relacionados con la
diferenciacion y proliferacion, la apoptosis y la induccion de respuestas inflamatorias o
inmunitarias. Cabe mencionar que desempeian un papel importante en todas las etapas de
la carcinogénesis (Cabral et al, 2020). En condiciones normales, actian de manera positiva,
involucrandose en la cicatrizacion de heridas, la remodelacion de tejidos, ovulacion y
restauracion del endometrio durante el ciclo menstrual. Asimismo, durante el desarrollo
fetal, las MMP estan involucradas en la embriogénesis y la organogénesis, especialmente
en el desarrollo de los sistemas cardiovascular, respiratorio y musculoesquelético. También
son esenciales durante las etapas finales del embarazo y el parto (Loffek et al., 2011; Cui N

etal., 2017).

Entre otras funciones, las MMP afectan la proliferacion, migracion e invasion de las
células tumorales, estimulan la angiogénesis y la TEM (Raeeszadeh et al., 2020; Roy et al.,
2020). Si su actividad se desregula, estas enzimas pueden contribuir al inicio y a la
progresion de diversas condiciones patoldgicas. Se ha demostrado que la desregulacion de

los MMP puede provocar aneurismas, arteriosclerosis, enfermedad arterial coronaria,
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remodelacion patologica del miocardio e hipertension (Cui N ef al., 2017; Raeeszadeh et
al., 2020). En las primeras etapas del cancer, los MMP inducen dafio en el ADN e
inestabilidad genomica (Radisky et al., 2006). Estas MMP han despertado el interés de los
investigadores debido a que se encuentran sobreexpresados en numerosos trastornos
humanos, como enfermedades cardiovasculares, enfermedades inflamatorias,
enfermedades pulmonares y hepaticas y neoplasias malignas (Liu et al., 2021; Cui N et al.,

2017).

3.5 MMP2 y MMP9

Las MMP-2 y MMP-9 pertenecen a las gelatinasas que, al degradar el colageno tipo IV de
la membrana basal, pueden contribuir a procesos de carcinogénesis, como la proliferacion
celular, la angiogénesis y la metastasis tumoral, cuando su actividad esta desregulada
(Dofara et al., 2020). En las tltimas etapas del céancer, la actividad de las MMP se ha
asociado con la formacion de focos metastdsicos. Lo anterior se debe a que posee
propiedades proteoliticas que permiten la digestion de la ECM (Raeeszadeh et al., 2020;
Roy et al, 2020). La MMP-2 se localiza en el nucleo celular y degrada las proteinas
responsables de la reparacion del dano del ADN (Kwan et al., 2003). La mayor expresion
de MMP?2 se ha observado en carcinoma ovarico seroso y en los tumores sensibles a la
quimioterapia (Sakata et al., 2000).

La expresion de MMP?2 se ha reportado en el tejido ovarico fisioldgico (Hu X et al., 2012).
La expresion de MMP9 se reporta como baja o indetectable en el mismo tipo de tejido
ovarico fisiolégico (Hu X et al., 2012; Czekierdowski et al., 2012). Por otro lado, la
MMP-9 se encuentra en todos los tipos histologicos de carcinoma ovarico (Jeleniewicz et
al, 2019). El tiempo medio de supervivencia de las pacientes con cancer de ovario que
expresan MMP9 es significativamente mas corto que el de las pacientes con expresion
negativa (Xu D et al, 2019). La expresion de MMP2 y MMPY se ha detectado directamente
en las células epiteliales cancerosas (Hu Xet al, 2012), el estroma de las lesiones
tumorales y en focos metastasicos. La expresion de MMP9 es mayor en el cancer que en
las lesiones benignas (Czekierdowski et al., 2012). Cabe mencionar que, en los Ultimos
afios, se han publicado numerosos estudios genéticos sobre MMP-2 y MMP-9, junto con
sus funciones en el riesgo de céancer. Sin embargo, la mayoria de estos estudios se han
centrado en el cancer de mama, colorrectal o de prostata (Wadowska et al., 2023). Cabe
mencionar que, en los ultimos afios, se han publicado numerosos estudios genéticos sobre

MMP-2 y MMP-9, junto con sus funciones en el riesgo de cancer. Sin embargo, la mayoria
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de estos estudios se han centrado en cancer de mama, colorrectal o de prostata (Wadowska

etal., 2023).

3.6 Marcadores de proliferacion celular Ki-67

La proteina Ki-67 fue llamada "Ki" en referencia a la ciudad de Kiel, donde trabajo el
equipo de investigacion, y "67" en referencia al clon original en la placa de 96 pocillos
(Gerdes et al., 1983). La Ki-67 es una proteina que solo se expresa en las células que se
dividen (Gerdes et al., 1983).Es una proteina nuclear utilizada como marcador de
proliferacion tumoral. Se expresa durante las fases del ciclo celular: G1, S, G2 y mitosis, y
esta ausente en la fase GO del ciclo celular. Un indice de proliferacion Ki-67 alto indica
que muchas células se dividen de forma rapida y que es probable que el cancer crezca y se
disemine (Instituto Nacional del Cancer, 2025).

Con respecto a la expresion de Ki-67 en el cancer de ovario, varios autores como Chen et
al. (2016), evaluaron mediante inmunohistoquimica en carcinoma seroso de alto grado
(HGSC). Senalaron que una baja expresion de Ki-67 —aproximadamente menos del
40%— se ha asociado con resistencia al tratamiento con platino y a una menor
supervivencia del paciente (Chen et al. 2016).

Zhang et al. en 2019 analizaron 89 muestras de tejido ovarico embebido en parafina
provenientes de pacientes con distintos grados de tumores ovaricos, recolectadas en centros
médicos de China y Japon en las que emplearon las lineas celulares SKOV3 y OVCAR3, a
las cuales se indujo la sobreexpresion de COX2 mediante técnicas de transfeccion génica.
Los resultados indicaron que esta sobreexpresion se asocié con un aumento significativo en
los niveles de Ki-67, un marcador de proliferacion celular. Por otro lado, la inhibicion de
COX2 redujo la expresion de Ki-67, lo que sugiere que COX2 podria regular directamente
la proliferacion celular en estas lineas tumorales de cancer de ovario.

Un afo después, en 2020, Zhang et al. reportd que la sobreexpresion de EZH2, una enzima
histona metiltransferasa implicada en la regulacion epigenética, se encontraba
correlacionada con la expresion de Ki-67 en células SKOV3 y que la reduccion de EZH2
apoyada con un short hairpin RNA (EZH2-shRNA) disminuia la proliferacion celular, y
por lo tanto, existia una menor expresion de Ki67; estos hallazgos sugieren que EZH2
participa activamente en la regulacion de la proliferacion tumoral a través de mecanismos

epigenéticos dependientes de Ki-67 (Zhang et al., 2020).
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3.7 PCNA

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una proteina nuclear que participa
en la replicacion del ADN. Su funcidn principal es facilitar la sintesis de ADN y participar
en la reparaciéon del ADN, en la regulacion del ciclo celular y en la respuesta al dafio
genético. Se localiza predominantemente en el nucleo de las células en fase S del ciclo
celular (Moldovan et al., 2007). La PCNA se ha reportado como sobreexpresada en varios
tipos de cancer, asociada a una alta tasa de proliferacion celular (Maga et al., 2003).

Por otra parte, en 2017, Gang et al. demostraron que la sobreexpresion de miR-223-3p en
células SKOV3 y OVCAR3 reduce significativamente los niveles de PCNA4, lo que sugiere
que este micro ARN inhibe la proliferacion celular al disminuir la expresion de PCNA.

En estudios mas recientes, como el de Wang S. ef al. en 2020, se demostré que la
sobreexpresion de genes como ZNF703 en células OVCAR3 aumenta los niveles de
PCNA, promoviendo la proliferacion celular y reduciendo la apoptosis. Asimismo, en el
mismo estudio menciona que la inhibicion de ZNF703 disminuye la expresion de PCNA

(Wang et al., 2020).

4.0 Otras interacciones célula a célula

El cancer de ovario suele asociarse con trombocitosis y un mayor riesgo de eventos
tromboticos, lo que ha llevado a considerar el papel activo que desempeiian las plaquetas
en la progresion tumoral. Estas no solo intervienen en procesos de coagulacion, sino que
también interactuan con células cancerosas y componentes del microambiente tumoral,
favoreciendo mecanismos como la invasion, migracion, evasion inmune y angiogénesis,

que son fundamentales en el avance del cancer.

En el contexto del céancer, las plaquetas no solo participan como efectores periféricos
activados en la circulacion, sino que reflejan procesos biologicos que se originan desde su
formacion en los megacariocitos. Diversos estudios han demostrado que sefiales derivadas
del tumor, asi como estimulos inflamatorios sistémicos, pueden inducir una
reprogramacion del linaje megacariocitico, dando lugar a subpoblaciones plaquetarias con
perfiles moleculares y funcionales distintos. Estas plaquetas “educadas por el tumor”
presentan modificaciones en su contenido proteico y de ARN, lo que les confiere la
capacidad de modular activamente procesos clave en la progresion tumoral, como la
invasion, la metastasis, la angiogénesis y la evasion del sistema inmune (Best et al., 2015;

Roweth & Battinelli, 2021).
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4.1 Interaccion entre plaquetas y células tumorales

Un individuo sano tiene recuentos de plaquetas entre 150.000 y 450.000 por microlitro de
sangre. Por el contrario, solo aproximadamente un tercio de las pacientes con cancer de
ovario recientemente diagnosticadas tienen un recuento de plaquetas superior a 450.000
por microlitro (Cho et al., 2012). Las plaquetas pueden contribuir a la progresion del
cancer mediante distintos mecanismos, incluidos el aumento de la proliferacion, la TEM y
la angiogénesis (Cho et al., 2012).

Las células tumorales activan las plaquetas; que alteran las células cancerosas, la TEM y su
interaccion (Haemmerle ef al., 2018). Se ha reportado que las plaquetas son reprogramadas
por el cancer, mediante un proceso llamado “educacidon", que favorece el desarrollo del
cancer (Gao et al., 2023).

Mecanicamente, las plaquetas pueden aumentar la proliferacion (Cho et al, 2012),
promover la evasion de tejidos y la metéstasis (Haemmerle et al., 2017) y reforzar la
angiogénesis en el cancer de ovario (Klement et al., 2009). En 2023, Gao et al, publicaron
un perfil de ARN plaquetario con potencial para la deteccion de cancer. Con el objetivo de
evaluar la relacion entre las plaquetas y el cancer de ovario, se analizaron los recuentos
plaquetarios de 9,968 individuos registrados en la Plataforma de Oncologia Ginecoldgica
del Mundo Real de China. A partir de estas muestras, se investigd la posible asociacion
entre el transcriptoma plaquetario y el cancer de ovario mediante la secuenciacion de ARN.
Este analisis permiti6 identificar firmas moleculares plaquetarias que permitieron un
diagnostico preoperatorio mas preciso en pacientes con cancer de ovario.

Hoy en dia, diversas investigaciones respaldan la relacion reciproca entre el crecimiento
tumoral y la produccién y activacion de plaquetas. No obstante, la acumulacion de datos
sugiere que las plaquetas no solo son un posible biomarcador de la enfermedad, sino que
también contribuyen activamente a su progresion (Lin et al., 2014).

Uno de los grandes atractivos para la ciencia actualmente es la terapia con actividad
antiplaquetaria —como los medicamentos anti-inflamatorios no esteroideos (AINE),
incluida la aspirina—, la cual se ha asociado con un mejor pronostico. Este tipo de terapias
sigue siendo investigando en el &mbito clinico del cancer de ovario (Merritt et al., 2018).
Tanto la diversidad de estudios preclinicos, como la de los clinicos demuestran que las
plaquetas y las células cancerosas se influyen mutuamente de manera bidireccional: las
neoplasias malignas favorecen la trombocitosis y el aumento de las plaquetas impulsa la

tumorigénesis y la metéstasis (Menter et al., 2014).
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Holmes et al. en 2015 demostraron que la actividad invasiva de las células SKOV3 de
cancer de ovario humano aumenta de forma dependiente de la dosis de la exposicion a
plaquetas en los cocultivos celulares. Este efecto se redujo significativamente al
administrar prostaglandina E1, un inhibidor de la activacion plaquetaria, lo que sugiere un
papel activo de las plaquetas en la promocién de la invasividad tumoral. Por su parte,
Bottsford et al. (2015) observaron que el cocultivo de plaquetas con diferentes lineas
celulares de cancer de ovario —como A2780, HeyA 8 y SKOV3-ipl— tiene un efecto
protector frente a la apoptosis, lo que indica que las plaquetas podrian contribuir a la
supervivencia tumoral en el microambiente peritoneal. En 2015, Bottsford et al,
estudiaron las lineas celulares de cancer de ovario humano (SKOV3, OVCARS) y murino
(ID8, 2C6), demostrando efectos proliferativos directos de las plaquetas en las células
cancerosas mediados a través del receptor TGF-3 (Bottsford et al., 2015).

Por otra parte, en 2015 Cooke et al. llevaron a cabo un cocultivo de células de cancer de
ovario SKOV3 y 59M de plaquetas. Sus hallazgos mostraron que esta interaccion inducia
un aumento en la expresion de proteinas asociadas a la TEM, como N-cadherina y
vimentina, junto con una disminucion de la expresion de E-cadherina, lo que sugiere una
mayor capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales. Utilizaron la adicion de
antagonistas plaquetarios al sistema de cocultivo para evaluar si los agentes plaquetarios
podian revertir este efecto mediante dos inhibidores: aspirina y 2-metiltioadenosina
5'-monofosfato hidrato de trietilamonio (2MeSAMP), un antagonista del receptor P2Y12.
Ambos agentes redujeron significativamente la invasion inducida por las plaquetas en las
células SKOV3, devolviendo su comportamiento invasivo a niveles comparables con el de
las células no expuestas a plaquetas. Lo anterior resalta el papel funcional de las
microparticulas plaquetarias en la promocién del fenotipo mesenquimal y la progresion
tumoral del cancer de ovario.

Yuan et al. en 2015 trabajaron en modelos murinos de cancer de ovario, donde
encontraron que los marcadores endoteliales VEGF y CD31 se colocalizan con las
plaquetas, y que el cocultivo de lineas celulares humanas de cancer de ovario con plaquetas
aumenta la secrecion de varios factores proangiogénicos. En esa misma linea, algunos
estudios ex vivo han aportado evidencia complementaria. Por ejemplo, se han utilizado
células de cancer de ovario derivadas de pacientes humanos, especificamente aisladas del
liquido ascitico, y tratadas en cocultivo con plaquetas. Estos modelos han permitido
confirmar el papel pro-tumorigénico de las plaquetas, al observarse un aumento

significativo de la capacidad migratoria de las células tumorales, asi como cambios
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fenotipicos compatibles con caracteristicas de células troncales y la activacion de procesos
asociados a la TEM (Orellana et al., 2015).

De manera mas reciente, se ha consolidado el concepto de plaquetas “educadas por el
tumor” (tumor-educated platelets, TEPs), las cuales reflejan modificaciones inducidas por
el microambiente tumoral tanto a nivel transcriptomico como proteico. Estas alteraciones
no solo posicionan a las plaquetas como biomarcadores potenciales, sino también como
mediadores activos de la progresion tumoral. Estudios recientes han demostrado que estas
plaquetas presentan perfiles moleculares dindmicos capaces de influir en procesos clave
como la proliferacion, la transicion epitelio-mesénquima, la angiogénesis, la evasion
inmune y la diseminacién metastasica, reforzando la naturaleza bidireccional de la
interaccion entre plaquetas y células tumorales (Best et al., 2015; Roweth & Battinelli,

2021; Morales-Pacheco et al., 2025).

4.2 La angiogénesis como facilitadora del crecimiento tumoral

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos que a menudo se asocian con
el crecimiento tumoral durante la etapa de la promocion. Debido a que, los tumores
dependen de un suministro sanguineo adecuado para su crecimiento y desarrollo, los
factores angiogénicos secretados por las células tumorales estimulan la angiogénesis dentro
del tumor, lo que incrementa la expresion de moléculas de sefializacion inflamatoria como
NF-kB (Liu ef al., 2024). Es un proceso en el que se desarrollan nuevos vasos sanguineos a
partir de capilares existentes y, finalmente, forman una red vascular completa. Este proceso
incluye la activacion, proliferacion y migracion de las células endoteliales (Larionova et
al., 2021). La angiogénesis contribuye a la progresion del cancer de ovario, del cancer de

mama, cancer colorrectal y de varios melanomas (Liu et al., 2023).

En condiciones fisioldgicas normales, la angiogénesis desempena un papel fundamental,
por ejemplo, durante el desarrollo embrionario, la reparacion de tejidos y el ciclo
menstrual. No obstante, la desregulacion de la angiogénesis puede provocar la
sobreexpresion de factores proangiogénicos, inactivando los antiangiogénicos y
promoviendo diversas enfermedades, como la artritis reumatoide, psoriasis y la retinopatia

diabética, entre otras (Creamer et al., 1997).

La angiogénesis permite una rapida expansion del cancer. En el tumor existe un
microambiente hipoxico, que estimula la angiogénesis y la expresion de los factores

angiogénicos —como VEGF, PDGF, FGF y la angiopoyetina—, lo que aumenta la
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supervivencia de las células cancerigenas y promueve el crecimiento (Larionova et al.,
2021). Cuando sucede esto, las células tumorales desarrollan un fenotipo mas agresivo;
contintan proliferando, propagandose y, finalmente, inducen la angiogénesis, la invasion y

la metastasis a tejidos distantes, a través de la circulacion sanguinea (Liu et al., 2023).

La angiogénesis también se promueve cuando las plaquetas activadas se desgranulan y
liberan diversos factores. En este proceso de angiogénesis, se han descrito mas de 30
componentes asociados a las plaquetas; entre ellos se encuentran las metaloproteinasas de
matriz, como las MMP-2, MMP-9, y citocinas, IL-6 e IL-8. Estos componentes se
almacenan principalmente en los granulos alfa plaquetarios y liberan tras su activacion,
promoviendo asi la formacion de nuevos vasos sanguineos en el entorno tumoral

(Larionova et al., 2021).

5.0 Lineas celulares

Las lineas celulares son cultivos de células que han adquirido la capacidad de proliferar
indefinidamente en condiciones in vitro. Se originan a partir de tejidos normales o
tumorales (Freshney, 2016).

La primera linea celular humana establecida fue HeLa, derivada en 1951 de un carcinoma
cervical agresivo de una paciente afroamericana llamada —Henrietta Lacks—, por el
investigador George Gey. Estas células se caracterizan por su alta tasa de proliferacion y su
capacidad de dividirse indefinidamente. De este modo inici6 una nueva era en la biologia
celular y médica (Skloot, 2010; Gey et al., 1952). Las lineas celulares pueden clasificarse
segun su origen y caracteristicas proliferativas en:

1) Lineas celulares primarias: derivadas directamente de tejido, con vida limitada en
cultivo (Lucey et al., 2009).

2) Lineas celulares inmortalizadas: modificadas genéticamente para evadir la senescencia
replicativa, lo que les permite crecer indefinidamente. Se utiliza el tejido primario que
posteriormente se inmortaliza; es de tipo benigno, no canceroso (Lucey et al., 2009).

3) Transformadas: han adquirido fenotipos tumorales, como crecimiento independiente de
anclaje, evasion de la apoptosis y desregulacion del ciclo celular, ya sea por agentes
virales, mutaciones o carcinogenos (Lucey et al., 2009).

La importancia de las lineas celulares radica en su accesibilidad, bajo costo,
reproducibilidad y control experimental. Las lineas celulares representan una herramienta

experimental fundamental en la investigacion biomédica, permitiendo realizar ensayos
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reproducibles que serian imposibles de ejecutar en sistemas in vivo por razones éticas
(Masters, 2000; Barretina et al., 2012).

En el campo de la oncologia, las lineas celulares tumorales han sido clave para estudiar los
mecanismos de carcinogénesis, progresion tumoral, metastasis, resistencia a tratamientos y
sefalizacion intracelular, facilitando el descubrimiento de biomarcadores diagndsticos,
prondsticos y nuevas dianas terapéuticas. Ademads, permiten modelar alteraciones genéticas
especificas observadas en pacientes y analizar su impacto bioldgico. Las lineas celulares
permiten generar modelos tridimensionales como —esferoides, organoides o cocultivos—
(Ben-David et al., 2018).

No obstante, presentan limitaciones relevantes, con el tiempo las lineas celulares pueden
acumular mutaciones, presentar alteraciones en el cariotipo y diferir fenotipicamente del
tumor original y no replican completamente el microambiente tumoral, por lo que sus

resultados deben validarse en modelos animales o tejidos primarios (Hughes et al., 2007).

5.1 Linea celular SKOV3

Esta linea celular fue derivada de un tumor de ovario de una paciente de 64 afios con
adenocarcinoma seroso de ovario. El subtipo histoldgico que se le denomind inicialmente a
estas células fue seroso, pero compafiias mas recientes como SIGMA describen un

fenotipo de carcinoma de células claras de ovario (SIGMA, 2025).

Esta linea celular se caracteriza presentar mutaciones en el gen TP53, lo que la distingue de
otras lineas celulares de cancer de ovario de alto grado. Cuenta con un perfil mesenquimal,
ya que tiene sobreexpresados genes como HOX (gen de la familia homeobox, que
codifican factores de transcripcion que regulan en condiciones normales el desarrollo
embrionario y la diferenciacion celular); FAP (en condiciones normales estd implicado en
la remodelacion de matriz extracelular y en cancer participa en la modulacién del
microambiente tumoral), 7WIST (en condiciones normales estd involucrado en el
desarrollo embrionario, pero en cancer se encarga de reprimir la expresion de E-cadherina,
promoviendo la resistencia a apoptosis) y, SNAIL (se encarga de inducir la pérdida de
caracteristicas epiteliales como la polaridad apico basal y la adhesion) (Xing ef al., 1999;

Tanwar et al., 2011).
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Dentro de sus caracteristicas funcionales se encuentra una alta capacidad de proliferacion y
resistencia al estrés; carece de expresion del antigeno CA125 (MUCI16), el cual

comunmente es utilizado como marcador tumoral de cancer de ovario (Nicto et al., 2016).

5.2 Linea celular OVCAR3

Esta linea celular fue derivada en 1982 de ascitis maligna de una paciente con
adenocarcinoma progresivo de ovario resistente a quimioterapia con ciclofosfamida
(agente alquilante que induce apoptosis); adriamicina (antibidtico antraciclinico, el cual
provoca la fragmentacion del ADN y genera la muerte celular) y, cisplatino (agente
quimioterapico que bloquea la replicacion y transcripcion del ADN, causando apoptosis).
Su subtipo histologico es carcinoma seroso de alto grado (HGSOC), el mas comun y

agresivo de los canceres epiteliales de ovario (SIGMA, 2025).

Esta linea celular se caracteriza por pérdida funcional del gen 7P53, pérdida funcional de
la reparacion de recombinacién homologa, lo que la hace sensible a inhibidores de PARP.
En cuanto a sus caracteristicas funcionales, expresa receptores de androgenos y estrogenos

asi como el antigeno CA125 (Patch et al., 2015).

5.3 Comparacion y utilidad de SKOV3 y OVCARS3 en investigacion

Ambas lineas celulares se utilizan en estudios sobre cancer de ovario, pero presentan
diferencias significativas. Por un lado, SKOV3 representa un modelo mas mesénquimal y
menos representativo del tipo HGSOC, lo que la convierte en una linea celular util para

estudiar mecanismos de transicion epitelio-mesénquima y la resistencia a farmacos.

Por otra parte, OVCAR3 si es un modelo representativo del HGSOC, lo que la hace
adecuada para estudios de sensibilidad a quimioterapias y a diversos mecanismos de
reparacion del ADN. Ademas, al ser derivada de liquido ascitico, la hace més agresiva ya
que tiene organotropismo metastdsico hacia cerebro y pulmon, lo cual le confiere mayor
capacidad de migracion (Domcke ef al., 2013). La eleccion de cada linea celular depende
del objetivo especifico de estudio, pero utilizar ambas puede proporcionar una vision mas

completa de los mecanismos implicados en el cancer de ovario (Domcke et al., 2013).
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6 Hipotesis

El contacto entre las plaquetas provenientes de donadores sanos con las lineas celulares de
cancer de ovario SKOV3 y OVCAR3 induce un cambio en el fenotipo celular,
incrementando la migracion, proliferacion y clonogenicidad celular, asi como cambios en
la expresion de genes relacionados con la transicion epitelio mesenquimal (TEM) y genes

asociados a la proliferacion celular.

7. Justificacion

En los ultimos afos, el papel de las plaquetas en el desarrollo y la progresion del cancer ha
cobrado un creciente interés dentro de la investigacion oncologica. Diversos componentes
del microambiente tumoral participan en estos procesos; entre ellos, las plaquetas han sido

asociadas con un comportamiento tumoral mas agresivo.

Por ello, resulta importante evaluar si la interaccion entre plaquetas y células de cancer de
ovario modifica procesos relacionados con la proliferacion, migracion, invasion y
capacidad clonogénica, asi como la expresion de genes asociados con la transicion
epitelio-mesénquima, contribuyendo a una mejor comprension de su papel en la progresion

tumoral.

38



8.0 Objetivos

8.1 Objetivo general

Determinar el efecto del cocultivo con plaquetas sobre el fenotipo de las lineas celulares de
cancer de ovario SKOV3 y OVCAR3, mediante el analisis de marcadores asociados a

agresividad tumoral.

8.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del cocultivo entre las lineas celulares de cancer de ovario SKOV3 y
OVCAR3 con plaquetas de donadores sanos sobre la migracion, invasion y capacidad
clonogénica a fin de determinar su contribucion al incremento de caracteristicas asociadas
a agresividad tumoral.

Determinar los cambios en la expresion de genes relacionados con la transicion
epitelio-mesénquima (E-cadherina, N-cadherina, MMP2 y MMPY) y la proliferacion
celular (Ki67 y PCNA) en células SKOV3 y OVCAR3 cocultivadas con plaquetas, para

establecer su asociacion con la induccion de un fenotipo mas agresivo.
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9.0 Estrategia experimental general
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Figura 7. Esquema general de trabajo experimental. Representacion esquematica de la
estrategia experimental utilizada en el estudio. Las lineas celulares de cancer de ovario SKOV3 y
OVCARS3 fueron co-cultivadas con plaquetas humanas en proporciones 1:100 y 1:200 durante 12 y
24 h. Posteriormente, se realizaron los ensayos funcionales de proliferacion y clonogenicidad,
seguidos de la extraccion de ARN para el analisis de expresion génica mediante RT-qPCR.
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9.1 Materiales y Métodos

9.2 Cultivo y mantenimiento de células (SKOV3'Y OVCAR3)

Para el mantenimiento de las células SKOV3 y OVCARS3 se utilizé medio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute, en inglés), adicionado con Suero Fetal Bovino (FBS por sus siglas
en inglés, Gibco) a unaconcentracionn del 10 % (v/v).

El vial que contenia las células se descongel6 en un bafio de agua a temperatura de 37 °C.
Las células fueron transferidas a un tubo para centrifuga de 15 mL y se agregé 1 mL de
medio RPMI (5% de SFB). Las células fueron centrifugadas durante 6 min a 1300 rpm,
terminada la centrifugacion, se descartd el sobrenadante. El pellet fue resuspendido
gentilmente en ImL de medio RPMI (5% SFB). Las células fueron inoculadas en un caja
p100 que contenia 8 mL de medio RPMI suplementado con SFB al 10% e incubadas a 37
°Cy CO, al 5% (Thermo Scientific™, modelo Series 8000 WJ CO: Incubator).

El cultivo fue inspeccionado antes de su colocacién en la incubadora para verificar la
integridad celular y la adecuada distribucion de las células. Posteriormente, se realizé un
monitoreo a las 24 horas de incubacidon con el fin de evaluar la viabilidad celular y

confirmar la adherencia al sustrato.

Durante la fase exponencial de crecimiento celular, se alcanz6 una confluencia aproximada
del 80 %, considerada un criterio adecuado para llevar a cabo el primer pase celular y asi
proceder con la expansion del cultivo. Para llevar a cabo el pase celular, se retir6 y descarto
el medio de cultivo, seguido de un lavado con PBS 1X con el objetivo de eliminar residuos
de suero fetal bovino. Posteriormente, se adicionaron 3 mL de tripsina-EDTA 1X [solucion
compuesta por: 1% de suero de pollo (Gibco), 1% de tripsina 2.5% (Gibco) y 0.036% de
acido etildiaminotetraacético (EDTA por sus siglas en inglés; Gibco) diluidos en PBS 1x],
para favorecer el desprendimiento celular del sustrato, se incub6 durante 5 a 7 minutos a

37°C (Thermo Scientific™, modelo Series 8000 WJ CO: Incubator).

La accién de la tripsina fue neutralizada mediante la adicion de 2 mL de medio RPMI sin
suplemento. Posteriormente, la suspension celular fue recuperada mediante centrifugacion
a 1800 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El pellet obtenido se resuspendi6 en 10 mL de medio

RPMI suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %.
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A partir del segundo pase celular, los subcultivos posteriores se realizaron bajo las mismas
condiciones, durante la fase exponencial de crecimiento y con una confluencia superior al
70 %. Sin embargo, para el mantenimiento de ambas lineas celulares (SKOV3 vy

OVCAR3), la concentracion de suero fetal bovino (SFB) fue reducida al 5 %.

9.3 Conteo celular.
Se tomaron 10 uL de la suspension celular obtenida tras la cosecha y se depositaron en una
camara de Neubauer con el proposito de determinar la concentracion celular. El recuento

total de células se calculo aplicando la siguiente formula:

2 células contadas x factor de dilucion
Numero de cuadros contados x volumen de cada cuadro (mL)

Ceélulas/mL =

Para determinar el volumen de suspension celular requerido por pozo en una placa de 48
pocillos, se aplico la siguiente ecuacion, considerando la concentracion celular

previamente obtenida y el nimero deseado de células por pozo:

Numero deseado de células

Células/mL en la muestra
9.4 Aislamiento y purificacion de plaquetas.

Volumen necesario (mL) =

Los concentrados plaquetarios fueron obtenidos con el apoyo del Banco de Sangre del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, mediante
colaboracion con un proyecto de investigacion previamente aprobado por el comité de

ética correspondiente (Reg. CONBIETICA-09-CEI-011-20160627) (ver anexos).

Las muestras utilizadas corresponden a concentrados plaquetarios residuales provenientes
del fraccionamiento de sangre total de donadores sanos de ambos sexos y de edades
diversas, los cuales estaban destinados a desecho biologico, por lo que no implican
intervenciones adicionales en los donadores ni riesgos asociados. Se consideraron como
criterios de inclusion donadores clinicamente sanos, sin antecedentes de enfermedades
hematologicas o neopldsicas y sin consumo reciente de medicamentos que alteren la
funcion plaquetaria. Como criterios de exclusion se descartaron muestras provenientes de
donadores con procesos infecciosos activos, enfermedades cronicas o bajo tratamiento

farmacologico que pudiera afectar la calidad o funcion de las plaquetas.
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Se recolectaron los dias martes y jueves a las 8:00 h y se procesaron a las 11:00 h del
mismo dia. Hasta su utilizacion, las plaquetas se mantuvieron en agitacion constante a
temperatura ambiente.

Previo al procedimiento experimental, la bolsa que contenia el concentrado fue lavada dos
veces con jabon antiséptico; posteriormente, se dejé en remojo con solucion de cloro bajo
agitacion suave a temperatura ambiente, y finalmente se lavd mediante un chorro continuo
de agua y se rocio la bolsa con alcohol al 70%. Durante el procedimiento en el area de
trabajo, se empled equipo de proteccion personal que incluyd cubrebocas, doble par de
guantes (cambiando el par externo cada vez que se salia de la campana de bioseguridad) y
cabello recogido, con el objetivo de minimizar el riesgo de contaminacion.

Los concentrados plaquetarios fueron abiertos utilizando tijeras previamente esterilizadas e
irradiadas con luz ultravioleta (UV). El contenido fue transferido asépticamente a tubos
Falcon de 50 mL, con un volumen aproximado de 30 mL por tubo. Posteriormente, se le
agregd acido acetilsalicilico (AAS) (ver anexos) en una concentracion final de 200 uM y se
mezclaron por inversion lenta 3 veces, se centrifugd a 100 x g, 16 min a temperatura
ambiente (TA), y se tomaron % partes del sobrenadante con pipeta subiendo lentamente el
liquido, se transfirié a un falcon de 50ml y se agreg6 buffer HEP (relacion 1:1, v/v; ver
anexos), y la solucion fue homogeneizada mediante inversion lenta en dos ocasiones.Se
realiz6 una segunda centrifugacion a TA a 150 x g durante 16 minutos.

Posteriormente, se tomaron las %; partes superiores y se pasaron a un tubo falcon de 50ml
nuevo, donde se llevo a cabo una tercera centrifugacion a 1,000g, por 11 minutos a 25 °C;
Se desecho el sobrenadante cuidadosamente y el boton se resuspendid en 5Sml de buffer

tyrodes (ver anexos).

9.5 Conteo de plaquetas.

Para la cuantificacion de plaquetas, se realizo una dilucion final de 1:200, iniciando con
una dilucion 1:50, tomando 490 uL. de buffer Tyrode's y 10 uL del concentrado plaquetario
previamente resuspendido. Posteriormente, se prepar6 una dilucion 1:2, mezclando 10 pL
de azul de toluidina (ver anexos) con 10 pL de la dilucion 1:50.

La mezcla fue incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, el conteo
plaquetario se llevo a cabo utilizando una cdmara de Neubauer, aplicando la siguiente

ecuacion:

2 plaquetas contadas x factor de dilucion
Numero de cuadros contados x volumen de cada cuadro 43

Plaquetas (yL) =



Donde:

o X = plaquetas contadas: suma total de plaquetas observadas en los cuadros utilizados

para el conteo.

o Factor de dilucion: depende de la dilucion utilizada en la preparacion de la muestra
o Numero de cuadros contados: generalmente se cuentan las plaquetas en los 5

cuadrantes de la cuadricula central.

o Volumen de cada cuadro: en la cuadricula de la camara de Neubauer, cada cuadro

grande de la zona central tiene un volumen de 0.004 mm? (0 4 x 1073 uL).

El conteo de plaquetas deseadas por pozo se realiz6 con la siguiente ecuacion:

Numero deseado de plaquetas por pozo
Concentracion de plaquetas en la muestra (plaquetas/mL)

Volumen necesario (mL) =

En donde la concentracion de plaquetas en la muestra corresponde al numero total de plaquetas

cuantificadas previamente mediante la camara de Neubauer.

9.6 Cocultivo celular.

El cocultivo celular se realizo por triplicado y se establecio en placas de 48 pozos tratadas para
cultivo celular (Thermo Fisher). Se sembraron 1.5 x 10° células por pozo para la linea celular
SKOV3 y 1.75 x 10° células por pozo para la linea OVCAR3. Posteriormente, las placas
fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C en una atmoésfera humidificada con 5 % de COs.,
con el fin de favorecer la adherencia celular (Thermo Scientific™, modelo Series 8000 WJ
CO: Incubator).

Dos horas antes del aislamiento de plaquetas (apartado 7.2), el medio de cultivo de las células
involucradas en el experimento fue sustituido por medio RPMI sin suero. Una vez completado
el protocolo de preparacion y cuantificacion plaquetaria, se establecieron cuatro condiciones
experimentales con el objetivo de evaluar el impacto de la proporcion y el tiempo de

exposicion de plaquetas sobre las lineas celulares SKOV3 y OVCAR3:

1) 100 plaquetas por célula sembrada;
2) 200 plaquetas por célula sembrada;
3) 12 horas de cocultivo; y

4) 24 horas de cocultivo.
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Para asegurar la homogeneidad de la suspension, las plaquetas fueron agitadas suavemente
antes de su adicion a cada pozo. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 37 °Cy 5 % de
CO: (Thermo Scientific™, modelo Series 8000 WJ CO: Incubator). Las condiciones de
adherencia se mantuvieron durante 24 horas, previo a la realizacion del ensayo de cierre de

herida (Figura 9).
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Figura 8. Placa de siembra de cocultivo celular para linea celular SKOV3 y OVCARaS.
Esquema de cocultivo celular por triplicado de células SKOV3 y OVCARS3 para 12 y 24 horas en
contacto, co-productos secretados por las plaquetas. Elaboracion propia.
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9.7 Evaluacion de la proliferacion y/o migracion celular por ensayo de
cierre de heridas.

Para evaluar el comportamiento celular tras el cocultivo con plaquetas, se selecciond una
placa de las condiciones experimentales previamente establecidas. Finalizado el periodo de
cocultivo, se retird cuidadosamente el sobrenadante de cada pozo. Las células adheridas en
monocapa fueron lesionadas de forma controlada mediante un raspado uniforme con una
punta de micropipeta estéril de 10 puL, simulando una herida lineal.Los residuos celulares
generados fueron eliminados mediante un lavado suave con PBS 1X (ver anexos), y
posteriormente, se reincorpord el medio de cultivo condicionado (MCC) correspondiente a

cada condicion experimental.

Inmediatamente después de la induccion de la herida, se capturaron microfotogratias con
objetivos de 10x y 20x mediante microscopia Optica, registrando el tiempo 0 h.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 37 °C en una atmoésfera controlada con 5 %
de CO: (Thermo Scientific™, modelo Series 8000 WJ CO: Incubator). Se tomaron nuevas
imagenes de la misma region a los tiempos t = 24 h y t = 48 h, utilizando los mismos
aumentos (10x y 20x), con el fin de evaluar el cierre progresivo de la herida. Las
condiciones experimentales para el andlisis del cierre de herida fueron idénticas para ambas
lineas celulares (SKOV3 y OVCAR3), manteniéndose la relacion célula-plaqueta
establecida previamente en el cocultivo. Las heridas fueron inducidas bajo las siguientes

condiciones:

i Células en cocultivo + medio de cultivo condicionado (MCC).
i Células sin cocultivo + MCC.
W Células sin cocultivo + medio RPMI sin SFB.

Como control negativo, se utilizaron las mismas lineas celulares cultivadas sin la adicion
de plaquetas ni suero, con el proposito de evaluar el proceso basal de cierre de herida en
condiciones de monocapa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los ensayos se
hicieron por triplicado. Las micrografias se analizaron con el software Image] —del
National Institute of Health— que analiza las micrografias, a partir de un algoritmo que

permite medir el porcentaje del area que ocupa la herida con respecto al area total.

9.8 Extraccion de ARN por el método de TRIzol.

La extracciéon de ARN se llevo a cabo a partir de células obtenidas del cocultivo. El
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sobrenadante de cada pozo fue descartado y se adicionaron 200 plL de TRIzol™
(Invitrogen) directamente sobre la monocapa celular. El contenido fue resuspendido
cuidadosamente mediante micropipeteo y se dejé en reposo durante 5 minutos a
temperatura ambiente para permitir la completa disrupcion celular. Posteriormente, el
contenido de cada pozo fue transferido a tubos Eppendorf individuales, se sometio a
agitacion en vortex durante 20 segundos y se afiadieron 70 pL de cloroformo

(Sigma-Aldrich) por muestra.

La mezcla fue agitada mediante vortex durante 20 segundos y posteriormente incubada
durante 3 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron
centrifugadas a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Finalizada la centrifugacion, se
identificaron las tres fases caracteristicas del procedimiento: la fase superior acuosa
(conteniendo el ARN), la fase intermedia (rica en ADN) y la fase inferior orgdnica
(conformada por lipidos y proteinas). La fase acuosa fue cuidadosamente transferida a un
tubo nuevo, en el cual se adicionaron 250 puLL de isopropanol. La mezcla se homogeneizo
por inversién lenta en cuatro ocasiones, se incubd a temperatura ambiente durante 10
minutos y, posteriormente, fue sometida a centrifugacion a 14,000 rpm por 10 minutos a

4°C.

El sobrenadante fue cuidadosamente descartado y el pellet resultante se lavo 2 veces en
700 pl de etanol al 75%, se aplicd vortex a cada muestra por 40 segundos y se centrifugd
por 5 min a 10,000 rpm, el sobrenadante fue eliminado y los tubos fueron colocados
invertidos sobre una superficie absorbente estéril (sanita seca), permitiendo el secado del
pellet en condiciones lo mas asépticas posible. La pastilla de ARN se resuspendio en 22 pl
de H20 libre de ARNsas, se incubd en choque térmico a 55 °CC por 15 minutos. La
integridad del ARN se analiz6 en gel al 1% tefiido por RedGel y se cuantifico en un

espectrofotometro NANODROP 2000 a una absorbancia de 260 nm.

Asi, las muestras de ARN que se seleccionaron para continuar con el proceso fueron
aquellas cuya concentracion fue arriba de 100 ng/uL y cuya relacién 260/280 fuera arriba

de 1.8.

9.9.1 Digestion de ADN con DNAsas

Al ARN recuperado en 22 pL se le adiciond 1.5 pL DNAsa I ARNsa Free de
Thermoscientific complementado con 1.5 ul de buffer de DNAsa con MgCl2 10x. Las

muestras se incubaron a 37 °C durante 30 minutos, posteriormente se les adiciono6 1.5 ul de
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EDTA y se incubaron por 10 minutos a 65h °C y se almacenaron a -70 °C para su posterior
uso.

9.9.2 Sintesis de cDNA a partir de ARN de lineas celulares

El ¢cDNA se sintetizo mediante el Kit Invitrogen SuperScript® II First-Strand Synthesis
System for RT-PCR. A partir del ARN digerido, se cuantificaron 2 ng de ARN a los que se
agregaron 2 pl de oligos hexameros aleatorios, 2 pLde dNTPs 10mM, y 24 pl de agua. Se
incub6 la primera reaccion a 65° por 5 min. En hielo se cargaron los siguientes reactivos
para la segunda reaccion. Se adicionaron 8ul del Buffer SuperScript® II 5X, y 4 ul de DTT
100 nM. Se incubd a 25 °C por 2 min. La tltima reaccion se incub6d por 10min a 25 °C,
seguida de una segunda incubacion a 42 °C por 50 min y finalmente 15 imn a 70 °C. Se

adiciono a la reaccion 1 pL de la enzima SuperScript® I1.

Tabla 1. Mezcla de reaccion realizada para la sintesis de cDNA de lineas celulares.

ARN digerido 2 ug

Oligos hexameros aleatorios de promega 50 ng/ 2ul

pL

Buffer SSII 5X 8 uL
100nM DTT 4 uL
dNTPs 10mM de Promega 2 uL
Enzima SSII 1 ul
Agua 24 uL

9.10 qPCR.

La técnica de qPCR cuantitativa en tiempo real permitio calcular la expresion relativa de
cada uno de nuestros genes de interés a partir de la fluorescencia emitida mediante la
incorporacion de SYBR Green. El método se dividio en 4 ciclos. El primer ciclo tinico
correspondid a la desnaturalizacion inicial, realizada a 95°C por 10 minutos. El segundo
ciclo se repitié 40 veces, iniciando con una desnaturalizacion de las cadenas, realizado a 95
°C, durante 30s. La mezcla para la reaccion de qPCR fue realizada a un volumen total de
11 pl con la mezcla maestra para qPCR de Applied Biosystems™ No. Cat. 4309155 de la

siguiente manera:
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Tabla 2. Mezcla de reaccion para qPCR.

Reactivo 1pul Volumen Total
cDNA dil 1:4 5uL 11 uL
Master Mix Sybr 1 pl de cada uno (F y R)

Green
Oligos uL
Agua 1 uL

Los oligos fueron previamente disefiados a partir de la secuencia del gen de interés,

eligiendo la seccion del ARNm de exo6n a exon.

Tabla 3. Secuencia de los primers empleados para la amplificacion de los genes de

interés.
Genes Oligonucleotidos T° de Tamaifio
alineam del
iento amplicon
°C
MKI67 F" TTTGGGTGCGACTTGACGA 58.5 74
R’ TACAACTCTTCCACTGGGACG 58.5 74
PCNA F" TCTTCCCTTACGCAAGTCTCA 58.5 96
R CGGGAAGGAGGAAAGTCTAGC 58.5 96
CDH1 F" CCTGGGACTCCACCTACAGA 61 103
R’ TGGATTCCAGAAACGGAGGC 61 103
CDH? F" GGCTCCACTGCTGGGTCCTT 61 136
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R’ AAGTTCAGTCATCACCTCCACCATACA | 61 136
MMP2 F" GTGCTTACCTAGCACATGCAAT 58.5 70
R CAAACAGGTTGCAGCTCTCC 58.5 70
MMP9 F" CCTGGGCAGATTCCAAACCT 57.5 91
R CGGCAAGTCTTCCGAGTAGT 57.5 91
GAPDH F” CACCATGGAGAAGGCTGG 57 137
R TGCTGATGATCTTGAGGCTG 57 137

9.9 Analisis en los cambios de la expresion génica por RT-qPCR.

Analisis de los cambios en la expresion génica por RT-qPCR

Para determinar los cambios en la expresion relativa de los genes de interés, se empled el
método de 2"-AACT descrito por Kenneth J. Livak y Thomas D. Schmittgen (2001). Este
método se basa en el calculo del umbral de ciclo (CT), definido como el punto en el cual la
sefal de amplificacion supera el nivel basal. Se calcularon los valores de ACT mediante la
diferencia entre el CT del gen de interés y el CT del gen de referencia; posteriormente, se
obtuvo el AACT al comparar el ACT de las muestras experimentales con el ACT del grupo
control. Finalmente, la expresion relativa (Rn) se determind mediante la ecuacion
2"-AACT. Cabe sefialar que la aplicacion de este método asume una eficiencia de

amplificacion similar entre los genes analizados y el gen de referencia.

9.11 Analisis estadistico.

Se realizé el analisis estadistico de los grupos experimentales generados a partir del
cocultivo con plaquetas, considerando como grupo control aquel que no tuvo contacto con
plaquetas, cuya expresion génica se definid6 como basal. Inicialmente, se evaluo la

normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Dado que los datos
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no siguieron una distribucion normal, se emplearon pruebas no paramétricas. Para
determinar diferencias significativas en la expresion de los genes entre los grupos de
estudio, se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis. Las diferencias estadisticas se consideraron
significativas con un valor de p = 0.05. El analisis estadistico se realizo utilizando el

software GraphPad Prism version 9.0 para Mac.

9.12 Ensayo de clonogenicidad.

Las pruebas de clonogenicidad se realizaron en placas de 96 pozos.

Las células cocultivadas previamente en las condiciones descritas anteriormente, se

recolectaron, se contaron y se ajustaron en medio completo.

Para la siembra, la primera columna de cada placa se inocul6 con 2 000 células por pozo y,
a partir de ella, se realizaron diluciones seriadas 1:2 columna por columna hasta completar
la placa, de modo que los ultimos pozos contuvieron una densidad esperada cercana a dos
células por pozo (4 000/2'"" = 1.95). Los voliumenes de siembra se mantuvieron constantes

en todos los pozos, y las placas se incubaron a 37 °Cy 5 % de COs..

El medio de cultivo se sustituyd cada cinco dias mediante reposiciones suaves para no
perturbar las colonias en formacion. A los 15 dias de cultivo, las colonias se fijaron con
etanol al 70 % frio durante 10 min a —20 °C. Transcurrido este tiempo, se retir6 el etanol y
las placas se dejaron secar completamente a temperatura ambiente hasta eliminar cualquier

residuo.

La tincion se realizd directamente sobre las colonias secas, utilizando cristal violeta al 0.5
% (p/v) preparado en agua destilada, incubando durante 10 min a temperatura ambiente sin
agitacion. Posteriormente, las placas se lavaron cinco veces con agua corriente para retirar

el exceso de colorante y se dejaron secar durante una noche a temperatura ambiente.

Las colonias se cuantificaron visualmente mediante observacidon directa, considerando
como unidad de conteo los puntos violetas formados. En esta etapa no se realiz6 recuento

individual de células, sino de colonias completas visibles.

Para el andlisis estadistico del ensayo de clonogenicidad se utilizo ELDA (Extreme
Limiting Dilution Analysis). Los pozos fueron clasificados como positivos o negativos de

acuerdo con la presencia o ausencia de colonias visibles. A partir del numero de pozos
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evaluados, la dosis celular sembrada y el nimero de pozos positivos, ELDA estim6 la
frecuencia clonogénica de cada grupo con un intervalo de confianza del 95% (IC 95%).
Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante una prueba global de chi-cuadrada,

considerando significativo un valor de p < 0.05.

9.13 Ensayo de degradacion de gelatina-FITC.

Las células cocultivadas previamente en las condiciones descritas anteriormente, se
recolectaron, y se sembraron en los cubreobjetos tratados.
Cada experimento se realizé por duplicado técnico. Los cubreobjetos redondos se lavaron
con etanol al 70 % y se secaron en campana de bioseguridad dentro de placas de 12 pozos.
Se recubrieron con 1 mL de poly-L-lysine (0.01 % p/v, son 3 uL/mL de H,0 del stock de
Poly-lysina) (ver anexos) durante 20 min a temperatura ambiente. Se enjuagaron 1 vez con
PBS estéril, se fijaron con 500 microlitros de glutaraldehido al 0.5% en PBS (ver anexos) y
se realizaron 3 lavados con PBS 1X.
Previamente, se prepard la gelatina-FITC a 0.2 mg/mL en PBS con 2 % de sacarosa y se
filtr6 (0.22 pm) (ver anexos). Se aplicaron gotas de 80 uL sobre un parafilm limpio, sobre
las cuales se colocaron los cubreobjetos pretratados de manera invertida y se incubaron 10
min a 37 °C en oscuridad. Al finalizar esta incubacidn, los cubreobjetos se regresaron por
inversion a los pozos con PBS 1X y se realiz6 un lavado con borohidruro de sodio (NaBHx,
5 mg/mL)(ver anexos) por 3 min para eliminar residuos de aldehidos, seguido de 3 lavados
con PBS 1 X. Se retir6 el PBS y los cubreobjetos se guardaron en la incubadora en medio
sin suero durante el tiempo de preparacion de las células.
Las lineas SKOV3 y OVCAR3 se tripsinizaron y se sembraron con su medio
condicionado en cada pozo que contenia el cubreobjetos cubierto con gelatina-FITC,
agregando aproximadamente 8.0 X 10* células por cubreobjetos. Las células se incubaron a

37 °Cy 5 % CO: en oscuridad por 5 h.

9.14 Inmunofluorescencia.

Las células adheridas sobre los cubreobjetos recubiertos con gelatina-FITC se lavaron con
PBS 1X 'y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 20 min. Posteriormente,
se incubd con NH4Cl 25 mM por 10 min (inactivar fluorescencia) y se permeabilizd con
PBS 1X-Triton X-100 0.3 % por 5 min.

Después de 3 lavados con PBS 1X, se bloquearon con PBS 1X suplementado con FBS 10
% durante 20 min y se incubaron con faloidina conjugada con Alexa Fluor 488

(Invitrogen), durante 30 min en oscuridad, para marcar los filamentos de actina.
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Posteriormente, se realizaron lavados con PBS y, finalmente, las muestras se escurrieron
cuidadosamente y se montaron con medio antifade (con DAPI para la tincidon nuclear). Las
laminillas se mantuvieron 1 h a temperatura ambiente para su secado en oscuridad y
posteriormente se guardaron a 4 °C o —20 °C hasta su observacion por microscopia de

epifluorescencia y confocal.

10. Resultados.

10.1 Evaluacion de la migracion celular mediante el ensayo de cierre de

herida.

Para analizar el efecto del co-cultivo con el objetivo de evaluar el efecto de las plaquetas
sobre la migracion celular, se realizd un ensayo de cierre de herida en las lineas celulares
SKOV3 y OVCAR3.Durante las primeras 24 horas posteriores a la herida, se observé que
ambas lineas celulares presentaron una progresiva reduccion del espacio correspondiente a
la herida en comparacion con el control. En las células SKOV3, el cierre fue mas evidente
en las condiciones de co-cultivo con plaquetas, particularmente en la relacion 1:200, donde
el area libre entre los bordes celulares disminuy6 notablemente respecto al grupo control.
En la linea OVCAR3, aunque el cierre de la herida fue mas lento en general, también se
observd una tendencia hacia un incremento en la migracion celular con el aumento en la

proporcién de plaquetas.

Las imagenes muestran la zona central del raspado a las 24 y 48 horas de iniciado el
co-cultivo; cada microfotografia corresponde a una condicion experimental distinta
(control, 100 y 200 plaquetas por c€lula), mantenidas bajo las mismas condiciones de

incubacion y tiempo de exposicion (Figuras 9—-16).
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Figura 9. Ensayo de cierre de herida en las lineas celulares SKOV3 en respuesta al medio
condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 24h después de la herida. Las células SKOV3
fueron sometidas a un ensayo de migracion celular tras 12 h de cocultivo previo con plaquetas.
Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de
cocultivo con plaquetas (cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (sin
cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizd6 medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se
evaluaron tres condiciones: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200
plaquetas por célula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a las 24h del
ensayo. Las lineas punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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Figura 10. Ensayo de cierre de herida en las lineas celulares SKOV3 en respuesta al medio
condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 48h después de la herida. Las células SKOV3
fueron sometidas a un ensayo de migracion celular tras 12 h de cocultivo previo con plaquetas.
Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de
cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin
cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizd6 medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se
evaluaron tres condiciones: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200
plaquetas por célula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a las 48h del
ensayo. Las lineas punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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Figura 11. Ensayo de cierre de herida en células SKOV3 en respuesta al medio condicionado
y plaquetas 24h de cocultivo y 24h después de la herida. Las cé¢lulas SKOV3 fueron sometidas a
un ensayo de migracion celular tras 24h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las
células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas
(Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como
control negativo se utilizé6 medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones
experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por
c¢lula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a 24h del ensayo. Las lineas
punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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Figura 12. Ensayo de cierre de herida en células SKOV3 en respuesta al medio condicionado
y plaquetas 24h de cocultivo y 48h después de la herida. Las células SKOV3 fueron sometidas a
un ensayo de migracion celular tras 24 h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las
células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas
(Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como
control negativo se utilizé6 medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones
experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por
célula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a 48h del ensayo. Las lineas
punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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Figura 13. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio
condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 24h después de la herida. Las células OVCAR3
fueron sometidas a un ensayo de migracion celular tras 12h de cocultivo previo con plaquetas.
Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de
cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin
cocultivo + MCC). Como control negativo se utiliz6 medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se
evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula)
y P200 (200 plaquetas por célula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a 24h
del ensayo. Las lineas punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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Figura 14. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio
condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 48h después de la herida. Las células OVCAR3
fueron sometidas a un ensayo de migracion celular tras 12h de cocultivo previo con plaquetas.
Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de
cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin
cocultivo + MCC). Como control negativo se utiliz6é medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se
evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula)
y P200 (200 plaquetas por célula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a 48h
del ensayo. Las lineas punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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Figura 15. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio
condicionado y plaquetas 24h de cocultivo y 24h después de la herida. Las células OVCAR3
fueron sometidas a un ensayo de migracion celular tras 24 h de cocultivo previo con plaquetas.
Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de
cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin
cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizoé medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se
evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula)
y P200 (200 plaquetas por célula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a 24h
del ensayo. Las lineas punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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Figura 16. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio
condicionado y plaquetas 24h de cocultivo y 48h después de la herida. Las células OVCAR3
fueron sometidas a un ensayo de migracion celular tras 24 h de cocultivo previo con plaquetas.
Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de
cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin
cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizd6 medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se
evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula)
y P200 (200 plaquetas por célula). Las imagenes representativas muestran el area de la herida a 48h
del ensayo. Las lineas punteadas indican los bordes iniciales de la herida.
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10.2 Evaluacion de los cambios en la expresion génica relativa inducidos

por plaquetas mediante RT-qPCR.

Para analizar los cambios en la expresion de genes asociados a proliferacion, migracion y
transicion epitelio-mesénquima, se evalud el efecto del cocultivo con plaquetas en las

lineas celulares SKOV3 y OVCAR3 mediante RT-qPCR.

A partir del ARN total obtenido de células cocultivadas con plaquetas en proporciones de
1:100 y 1:200 durante 12 y 24 horas, se sintetiz6 cDNA y se analiz6 la expresion relativa
de los genes K167, PCNA, MMP2, MMP9, E-cadherina y N-cadherina, utilizando GAPDH

como gen constitutivo (Figura 17).

. En la linea OVCAR3, se observo un aumento significativo en la expresion de KI67 en la
condicién de co-cultivo con 100 plaquetas a las 24 horas, mientras que las demas
condiciones no mostraron diferencias notables respecto al control. La expresion de PCNA
presentd un patron similar, con un incremento significativo en la condicion de 100
plaquetas a las 24 horas, lo que sugiere una activacion temprana de genes asociados a

proliferacion celular bajo interaccion plaqueta—tumor.

En contraste, los genes relacionados con la degradacion de la matriz extracelular mostraron
un comportamiento distinto. MMP2 presentd un incremento notable en SKOV3,
principalmente en la condicion de 200 plaquetas a 24 horas, mostrando una regulacion
positiva dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion a plaquetas. De igual
forma, MMP9 se encontré significativamente sobreexpresado en SKOV3 en las
condiciones de 100 y 200 plaquetas, con un aumento pronunciado a las 24 horas,
alcanzando niveles de hasta 30 veces respecto al control, mientras que en OVCAR3 el

incremento fue mas moderado pero también estadisticamente significativo.

Respecto a los genes asociados a adhesion celular y transicion epitelio-mesénquima, se
observo que N-cadherina mostré un aumento considerable en OVCAR3, particularmente
en la condicion de 200 plaquetas a 12 y 24 horas, mientras que en SKOV3 la induccion fue
mas discreta y sin alcanzar los niveles observados en OVCAR3. En contraste, E-cadherina
mantuvo una expresion estable en la mayoria de las condiciones, sin evidenciar una
disminucién marcada después del co-cultivo con plaquetas. No obstante, en SKOV3 se

observo una ligera tendencia al incremento en la condicion de 100 plaquetas a 24 horas.
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Nivel relativo de RNAmM (GAPDH/MMP9)

En conjunto, estos resultados sugieren que la interaccion con plaquetas induce una
regulacion diferencial en la expresion génica, promoviendo la activacion de genes
asociados a proliferacion (K167, PCNA) y degradaciéon de matriz extracelular (MMP2,
MMPY), particularmente en la linea SKOV3 tras 24 horas de co-cultivo, lo que indica un

potencial efecto pro-migratorio y pro-invasivo derivado de la exposicion a plaquetas.

Asimismo, los cambios observados en N-cadherina y E-cadherina indican que, si bien
puede existir una modulacion parcial de genes vinculados a adhesion celular, no se observa

una transicion epitelio-mesénquima completa inducida por plaquetas bajo las condiciones

evaluadas.
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Nivel relativo de RNAmM (GAPDH/KIET)

Nivel relativo de RNAM (GAPDH/ECAD)
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Figura 17. Analisis relativo de la expresion de genes asociados a proliferacion, adhesion
celular y degradacion de matriz extracelular en las lineas celulares SKOV3 y OVCARS3 tras
cocultivo con plaquetas. Se evaluo la expresion de (A) MMP9, (B) MMP2, (C) K167, (D) PCNA,
(E) NCAD (N-cadherina) vy (F) ECAD (E-cadherina). Las células fueron co-cultivadas con
plaquetas en proporciones 1:100 y 1:200 durante 12 y 24 horas. Los niveles relativos de ARNm se
determinaron mediante RT-qPCR y se normalizaron con el gen constitutivo GAPDH utilizando el
método AACt. Los valores representan la media + desviacion estandar de réplicas biologicas
independientes.La distribucion de los datos se evalué mediante la prueba Kolmogorov—Smirnov, y
al no presentar una distribucion paramétrica, las comparaciones entre grupos se realizaron mediante
la prueba Kruskal-Wallis. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre
condiciones experimentales (p < 0.05; p < 0.01).En conjunto, estos resultados indican que el
co-cultivo con plaquetas modula la expresion de genes relacionados con proliferacion celular,
adhesion y remodelacion de la matriz extracelular en ambas lineas celulares.

10.3 Evaluacion del potencial proliferativo mediante el ensayo de

clonogenicidad.

Con el objetivo de evaluar el potencial proliferativo, se realizd6 un ensayo de
clonogenicidad en las células de las lineas SKOV3 y OVCAR3 cocultivadas con plaquetas
en proporciones 1:100 y 1:200 durante 12 y 24 horas.”

En la linea SKOV3, se observo un incremento evidente en el nimero y tamano de las
colonias formadas en las condiciones de cocultivo con plaquetas, particularmente en la
relacion 1:200 tras 24 horas de exposicion. Este aumento refleja una mayor capacidad
proliferativa y supervivencia reproductiva de las células, incluso cuando la siembra final
correspondia a unicamente dos células por pozo. Dichas células fueron capaces de
dividirse repetidamente hasta generar colonias bien definidas, evidenciando una alta
eficiencia de formacion clonal bajo la influencia de plaquetas. La condicion de 12 horas
mostré un comportamiento similar, aunque con menor intensidad, manteniendo la

tendencia hacia una estimulacion proliferativa dependiente del nimero de plaquetas.

En contraste, la linea OVCAR3 presentd un patrén diferente. A las 12 horas, la condicion
de 100 plaquetas favorecid ligeramente la formacién de colonias respecto al control,
demostrando que aun a baja densidad, una célula individual conservo la capacidad de
reiniciar su crecimiento y generar una colonia visible. Sin embargo, la exposicion
prolongada (24 horas) y la mayor proporcion de plaquetas (1:200) redujeron notablemente

el nimero de colonias, sugiriendo un posible efecto inhibitorio dependiente del tiempo.

Los resultados fueron cuantificados mediante analisis digital para su representacion grafica
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y posteriormente evaluados mediante ELDA. En conjunto, las células OVCAR3 y SKOV3
conservaron su capacidad de formar colonias tras el cocultivo con plaquetas. Sin embargo,
el andlisis estadistico mostré que la frecuencia clonogénica no se modifico
significativamente en OVCAR3 a 12 h ni a 24 h. En SKOV3, se observé una diferencia
significativa global entre los grupos a 12 h, mientras que a 24 h no se detectaron
diferencias significativas. Estos resultados sugieren que el efecto de las plaquetas sobre la

capacidad clonogénica es dependiente de la linea celular y del tiempo de cocultivo (Figura
18).
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Figura 18. Ensayo de clonogenicidad en las lineas celulares SKOV3 y OVCAR3 después del
cocultivo con plaquetas. Las células fueron cocultivadas con plaquetas durante 12 h o 24 h en
proporciones 1:100 y 1:200 (plaquetas:célula). Posteriormente, las células fueron sembradas a baja
densidad (125, 65, 30, 15, 8, 4 y 2 células por pozo) y cultivadas durante 15 dias para permitir la
formacion de colonias. Los graficos muestran el numero de colonias formadas en funciéon del
numero de células sembradas bajo las diferentes condiciones experimentales (control, 100 plt/cel y
200 plt/cel). Se observa que ambas lineas celulares mantienen capacidad clonogénica incluso a
partir de bajas densidades celulares, siendo este efecto mas evidente en OVCAR3 tras 24 h de
cocultivo con 200 plaquetas por célula, donde se detecta un aumento en el niimero de colonias
formadas. En contraste, SKOV3 mostré una capacidad clonogénica mas variable, dependiente del
tiempo de cocultivo y del nimero de plaquetas.Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas entre condiciones experimentales (p < 0.05; p <0.01).

10.4 Evaluacion de la degradacion de la matriz extracelular mediante el

ensayo de gelatina-FITC.

Para evaluar la degradacion de la matriz extracelular, se realizO un ensayo de
gelatina-FITC en las lineas celulares SKOV3 y OVCAR3 tras su exposicion a plaquetas en
proporciones de 1:100 y 1:200 (célula:plaqueta) durante 12 y 24 horas.

En la linea OVCAR3, a las 12 h (Figura 20) las células control mostraron una morfologia
regular con anillos corticales de actina bien definidos y minima pérdida de fluorescencia en
la matriz, indicando escasa actividad proteolitica. En contraste, las células co-cultivadas
con plaquetas, particularmente en la condicién 1:200, exhibieron una expansion del
citoesqueleto de actina y regiones oscuras dentro del sustrato de gelatina, compatibles con
focos de degradacion local. A las 24 h (Figura 20) esta tendencia se intensifico,
observandose una mayor reorganizacion del F-actina y aumento en las areas degradadas, lo
que sugiere un efecto acumulativo del estimulo plaquetario sobre la capacidad invasiva de

OVCARa3.

En la linea SKOV3, las imagenes a 12 h (Figura 19) revelaron estructuras celulares
amplias con bordes ricos en filamentos de actina, pero la degradacién de la matriz fue
discreta en comparacion con OVCAR3. Sin embargo, tras 24 h de exposicion (Figura 19),
las células en la condicién 1:200 mostraron un incremento evidente en la pérdida de
fluorescencia del FITC-gelatina, junto con un patron de actina reorganizado en

proyecciones y lamelipodios, caracteristico de una mayor capacidad de invasion.

Estos resultados en conjunto indican que el co-cultivo con plaquetas promueve la
remodelacion del citoesqueleto de actina y la degradacion de componentes de matriz
extracelular en ambas lineas, efecto mas pronunciado en OVCAR3 y bajo la condicion de
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mayor proporcion plaquetaria (1:200), lo que sugiere una potenciacion de los mecanismos

invasivos mediados por plaquetas.
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Figura 19. Ensayo de degradacion de gelatina-FITC en células SKOV3 tras cocultivo con
plaquetas durante 12 y 24 h. Las microfotografias muestran la distribucion de F-actina marcada
con faloidina-Alexa Fluor (rojiza), la matriz de gelatina marcada con FITC (verde) y los ntcleos
teflidos con DAPI (azul). En la condicidon control (fila superior) se observan células con anillos
corticales de actina bien definidos y minima pérdida de fluorescencia en la matriz, indicando baja
actividad proteolitica. En las condiciones tratadas con plaquetas (p100 y p200) se aprecia una
reorganizacion del citoesqueleto caracterizada por la pérdida de la actina cortical y la formacion de
lamelipodios y filopodios. Ademas, se detectan areas oscuras en la gelatina fluorescente
compatibles con degradaciéon de matriz. Este patron se intensifica a 24 h, sugiriendo un incremento
progresivo de la actividad proteolitica y del potencial invasivo inducido por plaquetas en las células
SKOV3.La barra de escala corresponde a 20 um.
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Figura 20. Ensayo de degradacion de gelatina-FITC en células OVCARS tras cocultivo con
plaquetas durante 12 y 24 h. Las microfotografias muestran la distribucion de F-actina marcada
con faloidina-Alexa Fluor (rojiza), la matriz de gelatina marcada con FITC (verde) y los ntcleos
teflidos con DAPI (azul). En la condicion control (fila superior) se observan células con morfologia
epitelioide y anillos corticales de actina bien definidos, asociados a una baja degradacion de la
matriz. En las condiciones tratadas con plaquetas (p100 y p200) se evidencia una reorganizacion
del citoesqueleto con pérdida del anillo cortical, formacion de estructuras lamelipodiales y aumento
de regiones oscuras en la matriz fluorescente, compatibles con actividad proteolitica. Este efecto es
mas notorio a las 24 h, lo que sugiere una respuesta dependiente del tiempo y de la concentracion
plaquetaria, asociada al incremento del potencial invasivo de las células OVCAR3.La barra de
escala corresponde a 20 pum.
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11. Discusion.

Las plaquetas, tradicionalmente reconocidas por su papel en la hemostasia y reparacion
vascular, han cobrado relevancia en los ultimos afios como mediadoras activas en la
progresion del cancer, demostrado su participacion en multiples etapas del desarrollo
tumoral, desde la proliferacion celular hasta la invasion y metastasis (Haemmerle et al,

2020).

La evaluacion del efecto del cocultivo de plaquetas humanas con las lineas celulares
SKOV3 y OVCAR3 de cancer de ovario nos permitioo evaluar los cambios en la expresion
génica y el comportamiento funcional asociados con la TEM, la proliferacion y la

capacidad migratoria e invasiva en las lineas celulares.

En la evaluacion de RT-qPCR se mostr6 una disminucion en la expresion de E-cadherina,
acompafiada de un incremento en N-cadherina, lo cual indica la induccién de un proceso
de TEM. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Plantureux et al. en 2020,
quienes observaron que la exposicion de células tumorales a plaquetas promueve la pérdida

de un fenotipo epitelial y la adquisicion de caracteristicas mesenquimales.

El aumento en la expresion de MMP2 y MMP9 observado en las células cocultivadas
refuerza la idea de que las plaquetas inducen la activacion de genes asociados con la
degradacion de la matriz extracelular, favoreciendo la diseminacion tumoral. Lo cual puede
deberse a que las plaquetas liberan metaloproteinasas y factores de crecimiento que
modulan el microambiente tumoral y facilitan la invasion celular (Wang et al, 2021). La
correlacion entre la sobreexpresion de estas metaloproteinasas y la actividad de
degradacion de gelatina en el presente trabajo confirma el efecto de las plaquetas sobre la

capacidad proteolitica de las células tumorales.

Este fendémeno ha sido ampliamente descrito en distintos tipos de cancer, como el cancer
de mama y géstrico, donde las plaquetas promueven la expresion de metaloproteinasas y la
remodelacion de la matriz extracelular, contribuyendo a la progresion tumoral (Haemmerle

et al., 2020).

En este sentido, la correlacion entre la sobreexpresion de estas metaloproteinasas y la
actividad de degradacion de gelatina observada en el presente trabajo respalda el efecto de

las plaquetas sobre la capacidad proteolitica de las células tumorales.
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Por otra parte, la expresion aumentada de Ki67 y PCNA sugiere que las plaquetas no solo
inducen TEM, sino también estimulan la proliferacion celular. Esto coincide con lo
descrito por Labelle ef al, 2021, quienes reportan que los mediadores plaquetarios, como
PDGF y VEGEF, activan la proliferacion y la supervivencia de las células tumorales. En el
contexto del cancer de ovario, la proliferacion incrementada en presencia de plaquetas
podria estar relacionada con la liberacion de microparticulas ricas en ARN y proteinas que

promueven el crecimiento tumoral (Best et a/, 2021).

Los ensayos funcionales apoyan los resultados moleculares. En el ensayo de cierre de
herida, las células cocultivadas con plaquetas mostraron un aumento significativo en su
migracion, lo que sugiere que las plaquetas favorecen la motilidad celular. Este efecto ha
sido previamente descrito en modelos de cancer gastrico y mamario, donde las plaquetas
facilitan la reorganizacion del citoesqueleto y la adhesion celular a través de la activacion
de integrinas (Qian et al, 2022). En el ensayo de degradacion de gelatina, las células
tratadas con plaquetas presentaron un incremento evidente en la capacidad de degradar la
matriz extracelular, lo que respalda la sobreexpresion de metaloproteinasas detectada por
RT-gPCR. Este resultado coincide con lo descrito por Plantureux et al, 2020, quienes
demostraron que las plaquetas estimulan la secrecion de MMP2 y MMP9 en células de
cancer de ovario, favoreciendo la degradacion de componentes de la matriz extracelular y
la invasién tumoral. De manera similar, Wang et al, 2021 reportaron que la exposicion a
factores derivados de plaquetas incrementa la actividad proteolitica y la capacidad invasiva
en lineas celulares epiteliales, confirmando la funciéon pro-metastasica de las

metaloproteinasas en el microambiente tumoral.

Asimismo, en el ensayo de clonogenicidad, las células cocultivadas formaron colonias mas
numerosas y de mayor tamafio en comparacion con las cé€lulas control, lo cual indica una
mejora en su capacidad proliferativa y de supervivencia. Este hallazgo es consistente con
lo reportado por Sousa et al, 2023, quienes demostraron que los factores plaquetarios

favorecen la autorrenovacion y expansion clonal de células cancerosas.

La integracion de los resultados sugiere que las plaquetas actian como moduladores
multifuncionales en el microambiente tumoral, promoviendo simultaneamente la
migracion, invasion y proliferacion de las células de cancer de ovario. Estos efectos
pueden atribuirse a la liberacion de factores solubles y microparticulas que modifican la
expresion génica y la plasticidad celular (Best ef al, 2021). En este sentido, el modelo de

cocultivo utilizado permitio evidenciar la capacidad de las plaquetas para inducir un
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fenotipo mas agresivo en las lineas SKOV3 y OVCAR3, lo cual coincide con la hipdtesis

planteada al inicio de la investigacion.

A pesar de que los resultados concuerdan con la mayoria de los reportes recientes, existen
limitaciones que deben considerarse. En primer lugar, los cocultivos se realizaron bajo
condiciones controladas in vitro, por lo que seria necesario validar estos hallazgos en
modelos tridimensionales o in vivo para confirmar su relevancia fisiologica. Ademas, la
caracterizacion del contenido plaquetario liberado durante la interaccioén con las células
tumorales —incluyendo vesiculas extracelulares, ARN y proteinas— podria proporcionar
informacion mas precisa sobre los mecanismos implicados en la reprogramacion tumoral.
Finalmente, la variabilidad individual en las muestras de plaquetas humanas representa un

factor biologico importante que podria influir en la magnitud de los efectos observados.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta investigacion confirman que las plaquetas
desempefian un papel determinante en la progresion del cancer de ovario. Al inducir la
TEM, activar la expresion de metaloproteinasas y potenciar la proliferacion celular, las

plaquetas promueven un fenotipo tumoral mas agresivo.(Figura 21).

Es importante considerar que las plaquetas utilizadas en este estudio fueron obtenidas de
donadores sanos de ambos sexos y un rango de edades de entre 21- 55 afios, lo cual podria
representar una fuente de variabilidad biolégica. Diversos estudios han demostrado que el
sexo, el entorno hormonal y la edad pueden influir en la funcién plaquetaria, incluyendo
su activacion, reactividad y liberacion de factores bioactivos, observandose diferencias
significativas entre hombres y mujeres, asi como un papel modulador de las hormonas
sexuales en estos procesos (Ranucci et al; 2019; Raparelli ef al; 2022). Sin embargo, los
diversos estudios y andlisis se realizaron repetidamente y en todos se observaron cambios

en el fenotipo y expresion relativa.
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Figura 21. Modelo propuesto del efecto del cocultivo con plaquetas sobre células de cancer de
ovario. Las plaquetas liberan diversos componentes (exosomas, ARN, proteinas y vesiculas
extracelulares) que, al interactuar con las células de cancer de ovario (OVCAR3 y SKOV3),
inducen la transicion epitelio-mesénquima, aumentan la expresion de metaloproteinasas (MMP2 y
MMPY), potencian la capacidad invasiva y modulan la proliferacion celular. En conjunto, estos
efectos favorecen la adquisicion de un fenotipo tumoral mas agresivo, caracterizado por el
incremento en migracion, invasion y progresion tumoral
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12. Conclusiones.

Las células cocultivadas con plaquetas presentaron un aumento en la degradacion de

gelatina, de manera dependiente de la dosis plaquetaria y del tiempo de exposicion.

El cocultivo con plaquetas incrementd la frecuencia clonogénica de las células SKOV3 a

las 12 h, siendo mas evidente en la condicion de 200 plaquetas por célula.

El cocultivo con plaquetas incrementd la expresion de MMP2 y MMP9, particularmente en
la linea celular SKOV3, sugiriendo una mayor capacidad de degradacion de matriz

extracelular, de manera dependiente de la dosis plaquetaria y del tiempo de exposicion.

El cocultivo con plaquetas incrementd la expresion de los transcritos Ki67 y PCNA, en la
condicion de 100 plts con 24 h de cocultivo para la linea celular OVCAR3, lo que sugiere

una mayor actividad proliferativa.

El cocultivo con plaquetas moduld la expresion de los transcritos E-cadherina y
N-cadherina de manera dependiente de la linea celular, la dosis plaquetaria y el tiempo de
exposicion, sugiriendo cambios parciales asociados con transicion epitelio-mesénquima

para la linea SKOV3.

Las plaquetas provenientes de donadores sanos influyen en el fenotipo de las lineas
celulares de cancer de ovario SKOV3 y OVCAR3, favoreciendo la adquisicion de

caracteristicas asociadas con un fenotipo mas agresivo.
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13. Perspectivas.

Este trabajo abre diversas lineas de investigacion que pueden explorarse en estudios
posteriores. Seria relevante profundizar en los mecanismos moleculares mediante los
cuales las plaquetas modulan el fenotipo tumoral, incorporando analisis a nivel proteico y
de actividad enzimatica que permitan confirmar y ampliar los cambios observados a nivel
génico. Asimismo, el uso de modelos tridimensionales o in vivo permitiria evaluar la
relevancia fisiologica de estos hallazgos en un contexto mas cercano al microambiente

tumoral.

Por otra parte, resultaria de interés analizar el efecto del origen y estado funcional de las
plaquetas, incluyendo su posible “educacion tumoral” (TEPs), asi como la influencia del
sexo biologico y factores hormonales de los donadores. Este aspecto representa un campo
emergente en la investigacion oncoldgica, ya que se ha demostrado que las senales
sistémicas que afectan a los megacariocitos pueden modificar el contenido molecular y la

funcién plaquetaria, impactando su capacidad de modular la progresion tumoral.
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14. Anexos

Buffer HEP
Para 100 ml:
0.813 gr de NaCl.
0.02gr de KCL.
0.090gr de HEPES.
0.186gr EDTA.
Ajustar pH 7.4.
Aforar a 100 ml.

Filtrar y esterilizar la solucion.

Buffer Tyrode’s

Para 100 ml:

0.783 gr de NaCl.
0.100gr de NaHCO3.
0.216gr de KCL.
0.482gr de Na2PO.
0.009gr de MgCIl2.
0.238gr de HEPES.
Ajustar pH a 7.4.

Aforar a 100 ml, filtrar y esterilizar la solucion.
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Medio RPMI

Disolver el sobre del medio Roswell Park Memorial Institute en 800 ml de agua destilada,
se ajusta pH a 7.4 y se afora a 1 L, se filtra por 0.22 micras. Para RPMI al 10% se agrega
10% de SFB y 90% de RPMI para 100ml. Para RPMI al 20 % se agrega 20% de SFB y
80% de RPMI para 100ml.

Solucion de lavado de clorhidrato de guanidina 0.3 M en etanol al 95%

Para 100 ml:

Se calcula la masa molar de HCL= 95.53 g/mol.

0.3M= 0.3 moles/L =0.03 moles/100 mL

Cantidad necesaria: 0.03 moles x 95.53 g/mol=2.87 g de HCL.

HCL 2.87 ¢

Disolver en 80ml de etanol al 95% y llevar a un volumen final de 100mL con etanol al

95%.

r

Acido acetilsalicilico (AAS) a 5000 micromolar

Para 100 ml:

Concentracion: 500micromolar = 0.0005 mol/L

Volumen= 0.1L

Masa molar del acido acetilsalicilico: 180.16 g/mol.

Masa= 0.0005 mol/L x 0.1L x 180.16g/mol = 0009008g = 9.01mg

Pesar 9.01mg del AAS y disolverlo en 80ml de agua destilada y aforar a 100ml.
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Tipsina 0.025% en M de EDTA

Se calcula el peso molecular del EDTA= 372.24 g/mol.
Para calcular los gramos: g= (M)(PM)(V)

Para 1L:

Tripsina 0.25 g

EDTA 0.197 g

Disolver la tripsina en 800 ml de PBS estéril, agregar EDTA, disolver y llevarlo a un
volumen final de 1L con PBS estéril, filtrar la solucion con filtro estéril de 0.22 micras,

alicuotar y almacenar a -20, antes de usar calentar a 37 grados.

PBS 10X

Para 1L:

NaCl 80 g
KCl2g
Na2HPO4 6.5 g
KH2PO42 g

Disolver en 500ml de agua destilada, medir el PH a 7.0, aforar a un litro y llevar a

esterilizar.

PBS 1X
Para 1L:
PBS 10X 100ml

Se afora a 500ml, medir el PH a 7.0 y aforar a 1L.
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Etanol al 70%

Etanol al 100% 70ml

Agua destilada 30ml

Poly-L-lysine 0.5 pg/mL

Diluir la solucion stock comercial de poly-L-lysine en agua destilada estéril hasta obtener

una concentracion final de 0.5 pg/mL.

El volumen de stock a anadir dependera de la concentracion indicada por el proveedor

(calcular con C1V1 =C2V2).

Preparar el volumen necesario y conservar a 4 °C.

Glutaraldehido 0.5 % en PBS 1X
Para 10 mL (a partir de stock al 25 %):
Glutaraldehido 25 %: 0.2 mL

PBS 1X: completar a 10 mL

Mezclar suavemente en campana y usar fresco.

Gelatina-FITC 0.2 mg/mL en PBS

Para 25 mL:
Gelatin/FITC (Invitrogen G13187): 5 mg

PBS/2 % sacarosa: 25 mL

Disolver completamente la gelatina-FITC en PBS/2 % sacarosa.

Centrifugar 5 min a 4500 rpm.

100



Preparar alicuotas de 1 mL y almacenar a —20 °C protegidas de la luz.

PBS con sacarosa al 2 %
Para 30 mL:

PBS 1X: 30 mL
Sacarosa: 0.6 g

Disolver completamente la sacarosa en PBS 1X y filtrar por membrana de 0.22 pm y

conservar a 4 °C.

Borohidruro de sodio (NaBH.) 5 mg/mL

Para 10 mL:
Borohidruro de sodio (NaBH4): 50 mg
PBS 1X: 10 mL

Preparar justo antes de usar, mantener en hielo y desechar al final de la sesion

Paraformaldehido (PFA) al 4 %

Apartir de stock comercial 16 %

Para 50 mL:

PFA 16 %: 12.5 mL

PBS 1X: completar a 50 mL

Mezclar en campana hasta homogeneizar.

Conservar a 4 °C y usar en pocos dias.
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NH:C1 25 mM

Para 100 mL:
NH«Cl: 0.134 g

PBS 1X: completar a 100 mL

Disolver completamente y conservar a 4 °C.

PBS 1X -Triton X-100 al 0.3 %

Para 10 mL:
Tritén X-100 (100 %): 30 uL
PBS 1X:9.97 mL

Mezclar suavemente, conservar a 4 °C.

Faloidina—Alexa Fluor 488

Marca: Invitrogen

Dilucién de trabajo: 1:200

Preparacion: 5 uL de faloidina + 995 pLL de PBS 1X

Volumen por cubreobjetos: 100 uL

Tiempo: 30 min, en oscuridad

Medio antifade con DAPI

Listo para usar (sin dilucion)
Volumen por cubreobjetos: 5—10 pL

Secado: 1 hora en oscuridad
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Cristal violeta 0.5 %

Para 100 mL:

Cristal violeta en polvo: 0.5 g

Agua destilada: 100 mL

Filtrar con membrana de 0.22 pm para eliminar precipitados, guardar en frasco ambar

porque es fotosensible, conservar a temperatura ambiente o a 4 °C.
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Formatos de consentimientos

ANIVERSARID

Salud "““m

SecreLana de Saled

Dra. Laura Adriana Tripp Aguilar

Ciudad de México a 26 de febrero de 2026.

Coordinadora del Servicio de Medicina Transfusional

Presente

Por medio de |la presente, le solicito amablemente su apoyo con la donacidn de tres
concentrados plaguetarios obtenidos a partir del fraccionamiento de sangre tofal de
donadores. Estos concentrados seran transportados al Instituto Nacional de Medicina

Genomica (INMEGEN) para su procesamiento los dias:

Martes 03 de marzo de 2026
Martes 10 de marzo de 2026
Martes 17 de marzo de 2026
Martes 24 de marzo de 2026

Cabe resaltar que el material bioldgico se empleara con fines de investigacidn en el
proyecto titulado: “Avances en la identificacion de marcadores diagnosticos y
pronosticos del cancer de ovario: De la transcriptémica espacial a la biopsia liquida”
(Reg. CONBIETICA-09-CEI-011-20160627).

Jueves 05 de marzo de 2026
Jueves 12 de marzo de 2026
Jueves 19 de marzo de 2026
Jueves 26 de marzo de 2026

Sin mas por el momento, me despido y agradezco enormemente su atencién.

Atentamente,

Dra. Irma Beatriz Mitre Aguilar
Investigador Principal

Unidad de Bioguimica Dr. Guillermo Soberén Acevedo
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	Figura 9. Ensayo de cierre de herida en las líneas celulares SKOV3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 24h después de la herida. Las células SKOV3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 12 h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a las 24h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 
	 
	 
	 
	 
	 
	Figura 10. Ensayo de cierre de herida en las líneas celulares SKOV3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 48h después de la herida. Las células SKOV3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 12 h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a las 48h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 
	 
	Figura 11. Ensayo de cierre de herida en células SKOV3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 24h de cocultivo y 24h después de la herida. Las células SKOV3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 24h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a 24h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 
	Figura 12. Ensayo de cierre de herida en células SKOV3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 24h de cocultivo y 48h después de la herida. Las células SKOV3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 24 h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a 48h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 
	Figura 13. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 24h después de la herida.  Las células OVCAR3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 12h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a 24h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 
	Figura 14. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 12h de cocultivo y 48h después de la herida. Las células OVCAR3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 12h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a 48h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 
	 
	Figura 15. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 24h de cocultivo y 24h después de la herida.  Las células OVCAR3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 24 h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a 24h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 
	Figura 16. Ensayo de cierre de herida en células OVCAR3 en respuesta al medio condicionado y plaquetas 24h de cocultivo y 48h después de la herida.  Las células OVCAR3 fueron sometidas a un ensayo de migración celular tras 24 h de cocultivo previo con plaquetas. Posteriormente, las células fueron incubadas con medio condicionado (MCC) proveniente de cocultivo con plaquetas (Cocultivo + MCC) o MCC obtenido en ausencia de cocultivo (Sin cocultivo + MCC). Como control negativo se utilizó medio RPMI sin suero fetal bovino (SFB). Se evaluaron tres condiciones experimentales: control (sin plaquetas), P100 (100 plaquetas por célula) y P200 (200 plaquetas por célula). Las imágenes representativas muestran el área de la herida a 48h del ensayo. Las líneas punteadas indican los bordes iniciales de la herida. 

	10.2 Evaluación de los cambios en la expresión génica relativa inducidos por plaquetas mediante RT-qPCR. 
	Figura 17. Análisis relativo de la expresión de genes asociados a proliferación, adhesión celular y degradación de matriz extracelular en las líneas celulares SKOV3 y OVCAR3 tras cocultivo con plaquetas. Se evaluó la expresión de (A) MMP9, (B) MMP2, (C) KI67, (D) PCNA, (E) NCAD (N-cadherina) y (F) ECAD (E-cadherina). Las células fueron co-cultivadas con plaquetas en proporciones 1:100 y 1:200 durante 12 y 24 horas. Los niveles relativos de ARNm se determinaron mediante RT-qPCR y se normalizaron con el gen constitutivo GAPDH utilizando el método ΔΔCt. Los valores representan la media ± desviación estándar de réplicas biológicas independientes.La distribución de los datos se evaluó mediante la prueba Kolmogorov–Smirnov, y al no presentar una distribución paramétrica, las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba Kruskal–Wallis.  Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas entre condiciones experimentales (p < 0.05; p < 0.01).En conjunto, estos resultados
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	Figura 18. Ensayo de clonogenicidad en las líneas celulares SKOV3 y OVCAR3 después del cocultivo con plaquetas. Las células fueron cocultivadas con plaquetas durante 12 h o 24 h en proporciones 1:100 y 1:200 (plaquetas:célula). Posteriormente, las células fueron sembradas a baja densidad (125, 65, 30, 15, 8, 4 y 2 células por pozo) y cultivadas durante 15 días para permitir la formación de colonias. Los gráficos muestran el número de colonias formadas en función del número de células sembradas bajo las diferentes condiciones experimentales (control, 100 plt/cel y 200 plt/cel). Se observa que ambas líneas celulares mantienen capacidad clonogénica incluso a partir de bajas densidades celulares, siendo este efecto más evidente en OVCAR3 tras 24 h de cocultivo con 200 plaquetas por célula, donde se detecta un aumento en el número de colonias formadas. En contraste, SKOV3 mostró una capacidad clonogénica más variable, dependiente del tiempo de cocultivo y del número de plaquetas.Los asteriscos
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	Figura 19. Ensayo de degradación de gelatina-FITC en células SKOV3 tras cocultivo con plaquetas durante 12 y 24 h. Las microfotografías muestran la distribución de F-actina marcada con faloidina-Alexa Fluor (rojiza), la matriz de gelatina marcada con FITC (verde) y los núcleos teñidos con DAPI (azul). En la condición control (fila superior) se observan células con anillos corticales de actina bien definidos y mínima pérdida de fluorescencia en la matriz, indicando baja actividad proteolítica. En las condiciones tratadas con plaquetas (p100 y p200) se aprecia una reorganización del citoesqueleto caracterizada por la pérdida de la actina cortical y la formación de lamelipodios y filopodios. Además, se detectan áreas oscuras en la gelatina fluorescente compatibles con degradación de matriz. Este patrón se intensifica a 24 h, sugiriendo un incremento progresivo de la actividad proteolítica y del potencial invasivo inducido por plaquetas en las células SKOV3.La barra de escala corresponde a 20 
	 
	 
	 
	 
	 
	Figura 20. Ensayo de degradación de gelatina-FITC en células OVCAR3 tras cocultivo con plaquetas durante 12 y 24 h. Las microfotografías muestran la distribución de F-actina marcada con faloidina-Alexa Fluor (rojiza), la matriz de gelatina marcada con FITC (verde) y los núcleos teñidos con DAPI (azul). En la condición control (fila superior) se observan células con morfología epitelioide y anillos corticales de actina bien definidos, asociados a una baja degradación de la matriz. En las condiciones tratadas con plaquetas (p100 y p200) se evidencia una reorganización del citoesqueleto con pérdida del anillo cortical, formación de estructuras lamelipodiales y aumento de regiones oscuras en la matriz fluorescente, compatibles con actividad proteolítica. Este efecto es más notorio a las 24 h, lo que sugiere una respuesta dependiente del tiempo y de la concentración plaquetaria, asociada al incremento del potencial invasivo de las células OVCAR3.La barra de escala corresponde a 20 µm. 
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	Figura 21. Modelo propuesto del efecto del cocultivo con plaquetas sobre células de cáncer de ovario. Las plaquetas liberan diversos componentes (exosomas, ARN, proteínas y vesículas extracelulares) que, al interactuar con las células de cáncer de ovario (OVCAR3 y SKOV3), inducen la transición epitelio-mesénquima, aumentan la expresión de metaloproteinasas (MMP2 y MMP9), potencian la capacidad invasiva y modulan la proliferación celular. En conjunto, estos efectos favorecen la adquisición de un fenotipo tumoral más agresivo, caracterizado por el incremento en migración, invasión y progresión tumoral 
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