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RESUMEN

El cancer de ovario (CO) es el cancer ginecoldgico mas letal y la 72 causa de muerte por cancer
en mujeres. Aproximadamente el 40% de las pacientes con CO presenta un elevado conteo
plaquetario (Trombocitosis), fendmeno que se ha correlacionado independientemente con un
mal prondstico en estas pacientes. Es sabido que factores proangiogénicos liberados desde
plaquetas activadas promueven la angiogénesis tumoral, contribuyendo al crecimiento del tumor
y posterior metéastasis. El tratamiento actual para el CO incluye cirugia citorreductiva seguido
de quimioterapia, sin embargo, muchas pacientes recurren en la enfermedad a los pocos meses.
Terapia antiangiogénica, un tratamiento alternativo, ha mostrado reducido beneficio clinico y
elevados efectos adversos. Metformina, primera linea de tratamiento para la Diabetes tipo 11, ha
mostrado una disminucién en el riesgo de desarrollar CO en pacientes diabéticas, sin embargo,
el mecanismo se desconoce. Estudios in vitro han sugerido que Metformina a concentraciones
supra farmacoldgicas puede tener un efecto antiangiogénico. Sin embargo, no existen reportes
que evalten el efecto del farmaco sobre el rol proangiogénico de las plaquetas, usando
concentraciones presentes en plasma de pacientes diabéticas,. El objetivo del presente estudio
fue dilucidar el efecto de Metformina a concentraciones terapéuticas sobre la reduccion de la
angiogénesis promovida por plaquetas, tanto directamente sobre células endoteliales, como
sobre el potencial angiogénico de células de CO. Cultivo primario proveniente de pacientes con
CO, lineas celulares de CO vy cultivo primario de células endoteliales provenientes de vena
umbilical humana (HUVEC) fueron utilizadas en este estudio. Metformina 20uM
(concentracion observada en plasma de pacientes diabéticos) reduce significativamente la
angiogénesis (medida utilizando el ensayo in vitro de formacion de estructuras tipo capilar)
promovida por la adicion directa de plaguetas o Medio Condicionado proveniente de células de
cancer previamente incubadas con plaquetas. El efecto de Metformina no involucré disminucion
en la viabilidad celular o reduccion en la activacion plaquetaria. Curiosamente, Metformina se
requirio estar presente durante todo el tiempo de la incubacion de plaquetas con células
endoteliales para ejercer su efecto antiangiogénico, debido a que un pretratamiento a las células
endoteliales o plaquetas con Metformina no afectaron la angiogénesis promovida por plaquetas.
La adicion de Compuesto C (un conocido inhibidor de AMPK, aunque con otras acciones
reportadas) no afecta la accion proangiogénica de las plaquetas sobre células endoteliales,
indicando que la accién de AMPK no es requerida para la activacion plaquetaria o promocion
de la angiogénesis. A pesar de que, la presencia de Compuesto C revirtio la accion de
Metformina, no observamos activacion de AMPK en células endoteliales y, por ende, futuros
experimentos permitiran identificar las vias de transduccién internas usadas por Metformina
para eliminar la respuesta a plaquetas. Nosotros proponemos que concentraciones de
Metformina ya aprobadas para el tratamiento de la diabetes se deben investigar en un ensayo
clinico prospectivo en pacientes con cancer de ovario que no presenten diabetes.
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ABSTRACT

Ovarian Cancer (OC) is the most lethal gynecologist cancer and the seventh cause of
death by cancer among women. Approximately 40% of patients with OC possess an
increase in platelets count (thrombocytosis), a phenomenon independently correlated
with poor prognosis. By releasing proangiogenic factors upon their activation, platelets
have been reported to promote tumor angiogenesis and thus contribute to tumor growth
and metastasis. The treatment of an OC patient classically includes cytoreductive surgery
followed by chemotherapy, however, many patients relapse after only a few months with
little options for further treatment. Antiangiogenic therapy is now an option however it
demonstrates only mild clinical benefit and many adverse effects. Metformin, a drug
commonly used in the treatment of type Il diabetes, has been associated with a decrease
in the risk of develop ovarian cancer, however, the mechanism by which this drug cause
these antitumoral effects. is currently unknown. Studies in vitro have suggested that
Metformin at concentrations higher than those observed in diabetic patients may have
an antiangiogenic role. However, there are no reports that have evaluated the effect of
metformin present in diabetic patients on proangiogenic role of platelets. Therefore, we
investigated the use of metformin at clinical concentrations on reduction of platelet-
induced angiogenesis, both directly upon endothelial cells and upon proangiogenic
potential of ovarian cancer cells. Primary cancer cultures from ovarian cancer patients,
ovarian cancer cell lines and primary cultures of endothelial cells from the human
umbilical vein (HUVEC) were utilized in this study. Metformin (at 20uM, the
concentration observed in plasma of diabetic patients) significantly reduced
angiogenesis (measured using an in vitro tube forming assay) promoted by both the
addition of platelets directly or conditioned media from ovarian cancer cells previously
co-incubated with platelets. This effect of metformin did not involve a decrease in cell
viability, nor a reduction in the platelet activation. Interestingly, Metformin was required
be present all times during the incubation to exert its antiangiogenic effect, as
pretreatment or either endothelial cells or platelets with Metformin did effect platelet
induced angiogenesis. The presence of compound C (a known AMPK inhibitor) reverted
the action of metformin, suggesting that AMPK activation in endothelial cells may be
critical for the reduction angiogenesis promoted by metformin in the presence of
platelets. Interestingly, we did not observe an increase in AMPK in endothelial cells
upon treatment with metformin, nor was there an alteration in platelet-promoted
angiogenesis by this inhibitor. Our study suggests that Metformin reduces the
proangiogenic effect of platelets via an action upon the endothelial cell. We propose that
concentrations of Metformin already approved from use in the control of diabetes should
be investigated in a prospective clinical trial in ovarian cancer patients.
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1. INTRODUCCION

1.1 Céncer de ovario
El cancer de ovario es la 72 causa de muerte por cancer en mujeres y es el responsable de mas
fallecimientos por cancer que cualquier otra malignidad ginecoldgica a nivel mundial (Kurman
R. J. y Shih lem., 2010). Estudios epidemioldgicos indican que méas de 230.000 mujeres son
diagnosticadas con esta enfermedad y de ellas cerca de 150.000 mueren cada afio (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html). En Chile, segin la Guia Clinica AUGE
MINSAL 2013 (Ministerio de Salud), esta patologia constituye la 9 causa de muerte en la mujer.
Entonces, de todos los canceres ginecoldgicos que alcanzan el 11,5% del total d canceres del
sexo femenino, el cancer de ovario se ubica en el segundo lugar con un 3,9% del total de los
tumores ginecoldgicos, siendo un serio problema de salud en nuestro pais.

El cancer de ovario se origina en los ovarios, que son dos glandulas reproductoras y la
fuente principal de las hormonas femeninas; el estr6geno y la progesterona (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html). Los ovarios estan compuestos por tres
tipos principales de células, cada tipo de célula puede originar un tipo de tumor diferente
(Mukesh V., 2009). Uno de los tipos de tumor proviene de células epiteliales. Estas células
cubren la superficie externa del ovario y forman cerca del 90% de los tumores ovaricos (Prat J.,

2012). El otro tipo de tumores provienen de células germinales y constituyen cerca del 2 - 10%
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de los tumores (Mukesh V., 2009; Gordon C. J. y cols, 2014). Por Gltimo, existen los tumores
estromales que se presentan en un 1% de los tumores ovaricos y se originan de las células del
tejido estructural que sostienen el ovario y producen las hormonas femeninas estrogeno y
progesterona (Fuente: https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html). Estos tipos de
cancer aumentan la secrecion de hormonas masculinas como testosterona. (Gordon C. J. y cols,
2014). Entre los tumores estromales malignos se encuentran los tumores de células de la
granulosa. Estos tumores se consideran canceres de bajo grado y a menudo se diagnostican en
etapas tempranas teniendo  buen  pronéstico para la  paciente  (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html ).

El cancer de ovario epitelial es la patologia més extensamente estudiada, debido a que presenta
el mayor porcentaje de incidencia entre los tipos de canceres de ovario. Este tipo de cancer
puede clasificarse en 4 categorias; seroso, que es el mas comun, mucinoso, endometrioide y de
célula clara (Mukesh V., 2009). La clasificacion de los tipos de tumores permite la
administracion de un mejor tratamiento asociado a su comportamiento clinico y bioldgico. Sin
embargo, los factores de riesgo aplican similarmente para todos los tipos de cancer (Mukesh V.,
2009).

Luego que una mujer es diagnosticada con la enfermedad, el oncélogo evalua si el cancer se ha
diseminado y de ser asi a que otros 0rganos, esto a través de la obtencion de varias muestras de
tejido (Fuente: https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html ). Este proceso se Illama
estadificacion (o determinacion de la etapa) y permite identificar la etapa (o estadio) de un

cancer, describiendo su grado de diseminacion en el organismo, determinando la gravedad y el
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tratamiento méas adecuado para esta malignidad. Segun la Federacion internacional de
ginecologia y obstetricia (FIGO) la estratificacion para el cancer de ovario establece que las
etapas del céncer van desde la | a la IV (Fuente: https://www.cancer.org/cancer/ovarian-
cancer.html ; Gordon C. J. y cols, 2014)

Por ejemplo, si una paciente es diagnosticada en etapa I, puede ser clasificada en 3 subetapas,
la, Ib, Ic; dependiendo si presenta la enfermedad localizada en uno o en los dos ovarios o si
ademas existe ruptura de la capsula y presencia de ascitis peritoneal, respectivamente. Si en
cambio, la paciente es diagnosticada en etapa lla, indica que la enfermedad se extendié a la
trompa de Falopio, afectando al utero, 1Ib si la enfermedad se extiende a otros tejidos pélvicos
como vejiga, colon sigmoideo y recto y es llc si ademas de afectar tejido en la cavidad pélvica,
existe presencia de ascitis en esta region (Fuente: https://www.cancer.org/cancer/ovarian-
cancer.html). En el caso de ser diagnosticada en etapa |11 la enfermedad afecta nodos linfaticos,
incluyendo higado. Se considera Illa cuando se compromete la regién peritoneal, I11b cuando el
tumor tiene un tamafio de hasta 2 cm de diametro y Ilic cuando la enfermedad afecta nodos
linfaticos y el tumor es mayor a 2 cm de didmetro. Finalmente, la paciente se diagnostica en
etapa 1VVa cuando presenta metastasis distante en los pulmones con efusion pleural y 1Vb si el
cancer se diseming al interior del bazo o el higado, ganglios linfaticos y otros 6rganos o tejidos
fuera de la cavidad peritoneal, tal como pulmones y huesos (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html; Gordon C. J. y cols, 2014).
Adicionalmente existe otro tipo de clasificacion de los tumores que indican el potencial maligno

que estos pueden tener. Esta clasificacion se centra en establecer el grado de diferenciacion que
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presenta el tejido respecto al tejido normal y este va desde 1 a 3, en el cual 1 corresponde a
tejido altamente diferenciado y 3 pobremente diferenciado y mucho mas agresivo (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html).

A nivel celular en el cancer de ovario se observan procesos criticos que llevan a cabo las células
para permitir la progresion del tumor y que se comparten con otro tipo de malignidades. Por
ejemplo, durante la tumorigénesis inicial, las celulas de cancer de ovario se someten a una
transicion epitelio-mesénquima (EMT; sigla en inglés), proceso que involucra un cambio en la
expresion de integrinas, caderinas y una sobrerregulacion de vias proteoliticas. EMT es un
proceso que conduce a la perdida de la polaridad celular, permitiendo que las células ahora
denominadas células iniciadoras de metéstasis (CIM), se disocian y pueden migrar
diseminandose a otros lugares para colonizar y formar tumores secundarios (Lengyel E., 2010;
Swier N. y Versteeg H. H., 2017). En el fluido peritoneal existe presencia de CIM que se vuelven
resistentes a la muerte celular programada y se acumulan preferencialmente en el peritoneo
abdominal u omento. Las CIM revierten su fenotipo de célula mesenquimal al tipo epitelial,
volviendo a formar masas tumorales. Los pasos iniciales de metastasis son regulados por una
interaccion controlada de receptores de adhesidn y proteasas, luego ocurre un rapido crecimiento
de nddulos tumorales sobre el mesotelio, esto dirigida por oncogenes, lo que produce la

formacion de ascitis, obstruccion de los intestinos y finalmente caquexia (Lengyel E., 2010).
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1.2 Etiologia del cancer de ovario

El origen y patogenicidad del céncer de ovario epitelial son pobremente comprendidos.
Recientes estudios han dado indicios de las posibles etiologias de esta enfermedad, dependiendo
de la procedencia del tejido, ya sea desde el epitelio mesodermal o de los tubos mullerianos
(Kurman R. J. y Shh lem., 2010). Existen al menos dos teorias que describen la etiologia de
esta enfermedad. La primera indica que el cancer de ovario se origina a partir de la superficie
epitelial ovarica (mesotelio) el cual se invagina dentro del estroma resultando en la inclusion de
quistes que eventualmente pueden someterse a transformacién maligna (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html). Este cancer puede propagarse desde el
ovario a la pelvis, abdomen y sitios distantes, pero no por una via hematdgena sino por la
cavidad peritoneal, conduciendo a la acumulacién de liquido ascitico en la region (Lengyel E.,

2010).

La segunda teoria propone un origen mulleriano y no mesotelial. El tejido milleriano incluye el
cérvix, endometrio y trompas de Falopio. Este tejido comienza a generar quistes en esta region,
los que posteriormente migran hacia el ovario (metastasis hacia el ovario), donde puede ocurrir
la transformacion maligna del tejido ovarico (Kurman R. J. 'y Shh lem., 2010). La
heterogeneidad celular que presenta el cancer de ovario sugiere que hay diferentes vias de
sefializacion que se pueden activar, volviéndose mas complejo establecer un Unico tratamiento
que sea efectivo y con reducidos efectos secundarios para las pacientes (Swier N. y Versteeg H.

H., 2017).



21

1.3 Cancer de ovario y factores de riesgo

El cancer de ovario presenta maltiples factores de riesgos, dentro de los que destaca el historial
genético de la mujer en esta enfermedad. Se estima que cerca del 7% de las mujeres con cancer
de ovario tienen algun familiar que ha presentado cancer de ovario. Respecto a ello, se ha
observado que la mayoria de los canceres hereditarios pueden ser atribuidos a mutaciones en los
genes BRCAL y BRCA 2 (Breast cancer 1-2) (Mukesh V., 2009). Otro factor de riesgo es la
edad, debido a que se ha observado que la mayoria de las pacientes que desarrollan esta
malignidad se encuentran en etapa menopausica. Son mujeres que se encuentran en un rango de

edad entre los 58 a 63 afios, principalmente.

Las hormonas son cruciales en el desarrollo del tumor y se han considerado otro factor de riesgo,
debido a que actian como factores de crecimiento. Por ejemplo, las pacientes que presentan
mayor secrecion de hormona luteinizante y foliculo estimulante, potenciando el estimulo del
epitelio ovarico, conduciendo a un incremento en la proliferacion celular y subsecuentemente
transformacion maligna de estas células (Mukesh V., 2009). El uso de terapia de reemplazo
hormonal durante el estado menopadsico ha sido considerado otro factor de riesgo, debido a que
se ha observado que incrementa el riesgo de desarrollar cancer de ovario. Este riesgo pareciese
ser mayor en mujeres que son tratadas con progesterona y estrogeno respecto de las que mujeres

que solo son tratadas con estrégeno (sin progesterona) (Fuente:
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https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html). La obesidad y la diabetes mellitus tipo Il
también han sido incluidas dentro de los factores de riesgo para el cancer de ovario (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html; Gao S. y cols., 2015). Respecto a estos
factores se ha observado que el tener un elevado indice de masa corporal (IMC) incrementa el
riesgo de desarrollar cancer de ovario, asi lo indic6 un estudio que comparé mujeres con una
dieta reducida en contenido graso durante 4 afios, respecto de una dieta con contenido graso
normal. Aunque esta relacion de alimentacion y riesgo de cancer no esta establecida, si existen
estudios que indican que un elevado IMC incrementa el riesgo de cancer de ovario (Mukesh V.
2009; Gao S. y cols., 2015). Sin embargo, otros estudios indican que el uso del IMC no es lo
mas correcto, debido a que el método no logra pesquisar individuos enfermos y clasificarlos
como obesos. Entonces se comenzd a usar circunferencia de cintura, que se asocia mejor con la
adiposidad abdominal y resistencia a la insulina. Estos resultados sugieren que no solo la
obesidad, sino también la disfuncion metabdlica aun en personas con un IMC normal se asocia
con un incremento en el riesgo de cancer (Guia Clinica Ovario Epitelial MINSAL 2013; Gao S.
y cols., 2015). Por otra parte, el exceso de glucosa y la alterada liberacion de insulina en las
pacientes diabéticas ha sido relacionada con el desarrollo de cancer de ovario (Gallagher E. J.,
LeRoith D., 2015). Existen también factores que disminuyen el riesgo de desarrollar cancer de
ovario como es el nimero de embarazos, la lactancia y el tratamiento con anticonceptivos orales,
debido a que todos factores reducen el numero de ovulaciones. De acuerdo con la hipdtesis de
la “ovulacion continua”, se sabe que cada vez que ocurre una ovulacion hay dafio en el tejido

ovarico (Fathalla M. F. 2013). El proceso de regeneracion del tejido requiere que las células se
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dividan y diferencien en células epiteliales del ovario. Esto aumenta la probabilidad de que
ocurran mutaciones espontaneas que puedan promover la carcinogénesis (Gordon C. J. y cols,
2014). Estos factores que disminuyen el desarrollo de cancer de ovario, reducen el nimero de
ovulaciones en la mujer disminuyendo la probabilidad de que ocurra transformacion maligna de
las células epiteliales del ovario (Kurman R. J. y Shih lem., 2010). Es importante enfatizar en
los factores de riesgo establecidos, debido a que es posible obtener informacion de la etiologia
de esta malignidad y el onc6logo puede tratar a la paciente con el tratamiento mas adecuado

para ella, reduciendo los efectos adversos.

1.4 Cancer de ovario y su tratamiento

El cancer de ovario es una enfermedad que se presenta principalmente en etapa menopausica
con un promedio de edad de 58 afios en las mujeres, varios afios previo a la edad promedio de
deteccidn de la enfermedad, que es 63 afios. Su alta letalidad se debe a que es un cancer
silencioso. Las pacientes en un comienzo presentan 3 a 4 meses dolor abdominal, sin embargo,
no acuden al médico, debido a que confunden los sintomas de esta enfermedad con sintomas de
su estado menopausico o condicion de colon irritable. Entonces para cuando se diagnostica con
la malignidad, las pacientes se encuentra en etapa avanzada del cancer, reduciendo las

posibilidades de sobrevida de las pacientes (Cuello M. 2013; Erices R. y cols. 2013). De acuerdo
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con datos clinicos, mujeres que son diagnosticadas en etapa | y Il de la enfermedad, tienen una
tasa de sobrevida a 5 afios del 91%, mientras que mujeres que son diagnosticadas en etapa Il y
IV, su sobrevida a 5 afios no alcanza el 40% (Cuello M. 2013; Guia Clinica Ovario Epitelial
MINSAL 2013). Para pesquisar un posible cancer de ovario, puede obtenerse una muestra de
sangre de la paciente para medir los niveles plasméticos y abdominales del antigeno para cancer
125 (CA-125) y un ultrasonido transvaginal, ambos exdmenes son claves para establecer la
enfermedad en caso de sospecha. Estos analisis muchas veces pueden mostrar la extension del
tumor en la region pélvica, permitiendo determinar un mejor tratamiento para estas pacientes
(Gordon C. J. y cols., 2014). Uno de los principales problemas para dilucidar un efectivo
tratamiento para las pacientes con cancer de ovario es que esta enfermedad es heterogénea,
compuesta de diferentes tipos de células cancerosas que presentan rasgos y comportamientos
clinico-patologicos diversos. Debido a esto, la terapia convencional solo afecta a una parte de
la poblacion tumoral y no remueve las células iniciadoras de metéstasis. Este tipo de células son
las causantes de nuevos focos metastasicos y conducen a la quimiorresistencia en las pacientes
(Cuello M. 2013; Orellana R. y cols., 2015). Desde hace un tiempo, las pacientes son sometidas
a una cirugia citorreductiva que extirpa el tumor primario (de proceder), con ello el médico
cirujano intenta extraer la mayor cantidad de tejido canceroso posible y luego regimenes de
quimioterapia (Gordon C. J. y cols., 2014). La cirugia busca completar dos objetivos, el primero
es determinar la etapa en la que se encuentra el cancer y el segundo es realizar una citorreduccion
optima del tumor (Fuente: https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html). Esta cirugia

puede incluir la histerectomia y a veces incluso la omentectomia (extraccion del omento) cuando
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el cancer se encuentra en etapa avanzada (Coward J. L. y cols 2015). EI omento es una capa de
tejido adiposo que cubre los contenidos abdominales y es uno de los principales focos de
metastasis de este cancer. Si hay liquido en la pelvis también este se extrae para ser analizado.
Todas las muestras de tejido y liquidos obtenidas durante la operacion se envian al laboratorio
para determinar si hay presencia de células cancerosas. La clasificacion por etapas es muy
importante, debido a que se puede establecer un mejor tratamiento para el cancer (Fuente:
https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer.html). Inicialmente, el grupo de ginecologia
oncolégica (GOG; sigla en inglés) definid6 como citorreduccion optima extirpar toda masa
tumoral mayor a 1cm, sin embargo, luego de varios analisis la Sociedad de Ginecologia
Oncoldgica Europea (ESGO) establecié que una citorreduccion optima incluye la extirpacion
de tumores que tengan un tamafio minimo en el rango de 0,1 y 1 cm de didmetro, debido a que
mejora la progresion libre de enfermedad y la sobrevida global de las pacientes (Cortez A. J. y
cols., 2018). Factores adversos que pueden reducir las posibilidades de una efectiva extirpacion
del tejido canceroso es que la enfermedad se haya diseminado, comprometiendo la vena porta
hepética, la arteria mesentérica del intestino delgado y diafragma, situaciones muchas veces
observada en etapa IV de la enfermedad (segun clasificacion FIGO) (Pujade-Lauraine 1., 2017).
En etapas avanzadas (I11/1V), la completa remision del tumor no es posible. Una de las causas
mas comunes es que el tumor invade la arteria mesentérica y existen lesiones en el hilum
hepatico. En estos casos las pacientes son tratadas con tres ciclos de quimioterapia neoadjuvante,
si la paciente responde al tratamiento, el médico cirujano puede intervenir con cirugia y luego

continuar con quimioterapia que puede ir de los 3, 4 0 6 ciclos (Cortez A. J. y cols., 2018).
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Posterior a la cirugia el oncologo establece un plan de tratamiento con ciclos de quimioterapia.
Cada 21 dias las pacientes reciben regimenes 6 ciclos de quimioterapia intravenosa (Cortez A.
J. y cols., 2018). Debido a la heterogeneidad de esta enfermedad muchas veces es dificil
establecer un plan de tratamiento eficiente. Es claro que diferentes tipos histoldgicos de cancer
de ovario tienen distinto origen celular, diverso grupo de mutaciones y por lo tanto distinto
pronostico. El tratamiento estdndar para el cancer de ovario incluye el uso de quimioterapia,
siendo paclitaxel y carboplatino los agentes mas comunmente utilizados (Guia Clinica Ovario
Epitelial MINSAL 2013; Cortez A. J. y cols., 2018). Si bien el tratamiento para las pacientes es
cirugia y luego quimioterapia, muchas veces las pacientes no pueden ser operadas y se les
proporciona directamente quimioterapia. Cerca del 80% de las pacientes obtienen mejoras luego
del tratamiento con quimioterapia, sin embargo, la mayoria vuelve a presentar una progresion
de la enfermedad antes de los 18 meses posterior al diagnéstico (Coward J. L. y cols 2015). En
algunos casos, las pacientes son sometidas a un segundo tratamiento, pero se ha observado que
estos confieren baja respuesta y efectos adversos muy elevados, lo que inevitablemente conduce
a las pacientes a la muerte (Stone R. y cols., 2016). Estudios han mostrado que existen algunos
tipos de cancer que se vuelven dependientes de la enzima poli adenosina difosfato (ADP) ribosa
polimerasa (PARP), la cual participa en la reparacion del ADN permitiendo que estas células se
sigan dividiendo. Olaparib es una droga que inhibe esta enzima y se ha observado que el
tratamiento con este agente en pacientes con cancer de ovario que presentan mutacion
hereditaria de BRCA1 o BRCA2 y recurrencia con la primera linea de tratamientos, muestra un

incremento en la sobrevida libre de progresion. Lamentablemente esta droga presenta efectos
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adversos tales como alteraciones gastrointestinales y bajos recuentos sanguineos como anemia
o leucemia. Actualmente, no se ha estudiado si este farmaco es posible combinarlo con otros
farmacos antineoplésicos (Pujade-Lauraine 1., 2017). Existen otras terapias que se han
comenzado a incluir en la clinica para las pacientes como es la terapia inmunogénica.
Investigaciones en esta area han mostrado que las células tumorales son capaces de regular
negativamente la accién inmunogénica de células T evadiendo la respuesta inmune a traves de
la presencia de receptores en sus membranas como son CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIM-3, TIGIT
(Coward J. L. y cols 2015; Odunsi K., 2017). Uno de los tratamientos inmunol6gicos que hoy
en dia se esté estudiando es la indoleamina 2, 3 dioxigenasa, una enzima inmunoreguladora que
cataliza la tasa limitante de la degradacion del triptofano a lo largo de la via kinurenina. Si bien
los tratamientos inmunoldgicos en algunos canceres han tenido un gran alcance con buenos
resultados, reduciendo la toxicidad global en las pacientes en el cancer de ovario la respuesta ha
sido mas bien moderada (Odunsi K., 2017). Si bien en el Gltimo tiempo se ha estado estudiando
diferentes farmacos que puedan afectar puntos claves en la supervivencia de las células
cancerigenas, todos presentan efectos secundarios que a la larga reducen la calidad de vida de
estas pacientes o simplemente no generan un cambio en la sobrevida global libre de progresion.
Dado este escenario, las pacientes con cancer de ovario avanzado, que presentan recurrencia a
la quimioterapia no mejoran su prondstico con una segunda linea de tratamiento lo que las lleva
a la muerte. Es por este motivo que se vuelve urgente encontrar nuevos tratamientos que sean

efectivos y que reduzcan los efectos secundarios para estas pacientes.
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1.5 Cancer de ovario y trombocitosis

La asociacion entre Céncer y trombosis venosa profunda fue descrita por primera vez por
Trousseau en el afio 1865 (Swier N. y Versteeg H. H., 2017). Desde entonces numerosos
estudios han confirmado esta asociacién evaluando varios tipos de cancer incluyendo
glioblastoma, pancreas, estdmago, pulmén y cancer de ovario (Aranda E. y Owen G. I. 2009;
Davis A. y cols., 2014; Swier N. y Versteeg H. H., 2017). Entre los tumores sélidos el cancer
de ovario es uno de los canceres con la tasa méas alta de incidencia de trombosis venosa, esto
debido a la secrecion de quimoquinas y citoquinas que contribuyen a la activacion de la cascada
de coagulacion (Metcalf R. y cols., 2014; Swier N. y Versteeg H. H., 2017). Se ha observado
que el cancer es capaz de liberar citoquinas como interleuquinas y Factor de Necrosis Tumoral
alfa (TNF-a), factores proangiogénicos como Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
(VEGF) y otros mediadores promoviendo la coagulacion y formacion del trombo (Swier N. y
Versteeg H. H., 2017). Este fendmeno incluye la presencia de alto nimero de plaquetas
circulantes lo que se conoce como Trombocitosis. Estas plaquetas al tener un rasgo de
hiperreactividad liberan un alto contenido de factores, luego de activarse, lo que favorecen
procesos de proliferacion, migracion, sobrevida y angiogénesis (Erices R. y cols., 2013; Menter
D. G. y cols 2014). Asociado a esto, se ha observado que las pacientes con cancer presentan

trombocitosis y aumento de marcadores de activacion plaquetaria como P-Selectina (CD62P) y
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microparticulas derivadas de plaquetas (Mezovar S. y cols 2016). Se ha calculado que cerca del
40% de las pacientes con cancer de ovario presenta trombocitosis, (>450.000 plaquetas/pl) y
este fendmeno se ha correlacionado a un mal pronéstico (Orellana R. y cols 2015). Estudios han
mostrado que pacientes con cancer de ovario y trombocitosis tratadas con paclitaxel y
carboplatino (primera linea de tratamiento), presentan progresion en la enfermedad antes
comparado con pacientes con cancer que tienen niveles plaquetarios normales (Labelle M y
cols., 2012). Incluso estudios epidemioldgicos han indicado que pacientes con cancer de ovario
que presentan eventos trombaticos tienen una sobrevida promedio de 2 afios, mucho menor
comparado con los 3 afios que tienen los pacientes con cancer de ovario que no presentan
eventos tromboticos (Metcalf R. y col., 2014). Interesantemente, un estudio que involucré 619
pacientes con cancer de ovario evaluo la asociacion entre recuento plaquetario y la sobrevida
libre de progresion y se observé que la trombocitosis junto con elevados niveles plasmaticos de
trombopoietina (TPO) e interleuquina 6 (IL-6) estuvieron asociadas con el avance de la
enfermedad, reduciendo la sobrevida en pacientes con cancer de ovario (Menter D. G. y cols
2014). Por otra parte, Trombocitosis estad asociado con varios rasgos clinicos de cénceres
agresivos incluyendo avance de la enfermedad, incremento de los niveles plasmaticos
preoperativos de CA-125, estado hipercoagulable y significativa disminucion de la sobrevida
global y sobrevida libre de progresion (Davis A. y cols., 2014). Debido a que el cancer de ovario
es una enfermedad heterogénea, el riesgo de Tromboembolismo Venoso (VTE; sigla en inglés)
puede depender de multiples factores. Estos pueden categorizarse dentro de tres grupos. El

primero de ellos es relacionado al tipo de cancer. Pacientes diagnosticados con canceres mas
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agresivos tienen un significativo alto riesgo a producir VTE, algo similar ocurre en pacientes
diagnosticadas que presentan ascitis, sin embargo, en estos casos existe controversia. El segundo
grupo de factores de riesgo esta asociado a las pacientes. Se ha observado que la presencia de
multiples comorbilidades como la diabetes, hipertension, enfermedad renal cronica, falla
cardiaca y enfermedades respiratorias, aumentan el riesgo de eventos tromboembdlicos. Se
incluyen a estos factores; la edad, inmovilidad prolongada, historial de VTE vy alto indice de
masa corporal. Estas comorbilidades alteran e impiden mecanismos de defensa del huésped lo
que los vuelve maés susceptibles a desarrollar otras enfermedades como céncer y VTE.
Finalmente se encuentra el grupo de factores de riesgo asociados al tratamiento que tienen las
pacientes con cancer. Se ha observado que las pacientes que son sometidas a cirugia incrementan
la incidencia de VTE. Estudios indican que cerca del 75% de los eventos VTE ocurren después
de la primera semana posterior a la cirugia (Lengyel E. 2010), misma situacion se observa con
el uso de la quimioterapia. Respecto al uso de agentes antiangiogénicos desarrollados
recientemente, tales como bevacizumab, también han presentado una elevada incidencia de
eventos VTE (Reinthaller A., 2016). Dado la importancia del proceso de coagulacion, no es raro
encontrar estudios en los cuales se estén probando inhibidores de ella, para mejorar el estado de
las pacientes. Estos estudios han mostrado tener un efecto sobre la sobrevida de la paciente,
independiente de la ocurrencia de tromboembolismo, sugiriendo que componentes selectivos de
la cascada de coagulacion también estarian involucrados en la progresion de cancer (Trifanescu
O. G.y Anghel R., 2015). En las ultimas décadas, estudios clinicos han sugerido que el consumo

diario de aspirina, un farmaco antiplaquetario, puede sustancialmente disminuir la incidencia,
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metastasis y mortalidad del cancer (Etulain J. y cols., 2013; Mezovar S y cols., 2016). Un
metaanalisis que incluyo 7.776 pacientes y 11.843 sujetos control mostré que el uso de aspirina
fue asociado a una reduccién en el riesgo de desarrollar cadncer de ovario, especialmente a los
pacientes que ingerian pequefias dosis diariamente. Estos hallazgos sugieren que aspirina puede
reducir el riesgo de desarrollar cancer de ovario entre un 20% y 34% dependiendo de la dosis y
frecuencia de uso de este farmaco (Davis A. y cols., 2014; Van N. y cols., 2014). En otro
metaanalisis de 51 ensayos clinicos que incluyeron 77.546 pacientes, el tratamiento diario con
aspirina redujo significativamente las muertes por cancer en los pacientes (Etulain J. y cols.,
2013). Interesantemente, cuando estos pacientes fueron clasificados por la extensiéon del
tratamiento, el beneficio de aspirina sobre la reduccién en la mortalidad por cancer se mantuvo
significativa solo para quienes siguieron un tratamiento mayor a 5 afios (Mezovar S y cols.,
2016). Es necesario tener precaucion frente a estos resultados, dado que existe controversia, Si
el farmaco genera un beneficio real para el paciente. Es sabido que el uso de anticoagulantes
como heparina de bajo peso molecular o como aspirina origina complejas hemorragias que
también puede llevar a la muerte de los pacientes (Peyton K. J. y cols. 2011). En resumen, es
claro que existe una relacion entre cancer, eventos VTE y plaquetas. Esta relacion pareciera
estar acentuada en pacientes con cancer de ovario, dado la alta presencia de trombocitosis en las
pacientes. Estos hallazgos indican que los mediadores de la cascada de coagulacion y las
plaquetas son blancos celulares claves para mejorar la eficacia del tratamiento

quimioterapéutico y el pronostico de las pacientes.
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1.6 Plaquetas

Las plaquetas son fragmentos citoplasméticos que provienen de los megacariocitos, células
multinucleadas grandes ubicadas en la médula dsea. Las plaquetas participan en varios procesos
como la hemostasia, regeneracion de tejido, inmunidad e inflamacién (Van N. y cols., 2014;
Swier N y Versteeg H. H., 2017) y su formacion estd mediada por la TPO (Ghoshal K. y
Bhattacharyya M., 2014). Su concentracion normal en la circulacion tiene un rango entre las
150 y 350 mil plaquetas por microlitro de sangre (Mezovar S y cols., 2016). Estas circulan en
el torrente sanguineo durante 8 a 10 dias, posteriormente son eliminadas en el higado y el bazo
(Li N., 2016). Dado que el periodo de vida de las plaquetas es corto, cerca de 10 mil millones
de plaquetas pueden producirse cada dia para mantener el nivel normal de plaquetas circulantes
(Ghoshal K y Brattacharyya M., 2014; Golebiewska E. M. y Poole A. W., 2015). En condiciones
normales, las plaquetas se mantienen inactivas, principalmente por la liberacion de Oxido
Nitrico (NO; sigla en inglés) desde células endoteliales. Cuando ocurre un dafio en el endotelio,
estas son capaces de interactuar con proteinas de la matriz extracelular como colageno lo que
conduce a su activacion (Li N., 2016). La activacion plaquetaria permite la secrecion de
proteinas procoagulantes incluyendo factores de coagulacién, Fibrindgeno y Factor de Von
Willebrand, elementos que participan activamente en la formacion de trombos. El proceso
comienza cuando luego de un dafio, el Factor Tisular expresado en la superficie de células
subendoteliales es capaz de entrar en contacto con las plaquetas y otros factores de la cascada,

resultando en la produccion de trombina, un fuerte agonista plaquetario, el cual genera su
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activacion favoreciendo la estabilidad del coagulo y permitiendo que el fibrindgeno genere la
red de fibrina (Swier N. y Versteeg H. H., 2017). Durante este proceso, las plaquetas modifican
su forma, liberando el contenido de sus granulos y gradualmente forman agregados por
adherencia entre ellas lo que da origen al trombo. Las plaquetas tienen dos principales granulos
de almacenamiento, llamados granulos alfa y granulos densos (Goubran H. A., y cols 2015). La
funcion de estos granulos es almacenar moléculas bioldégicamente activas precisamente
involucradas en la iniciacién de la coagulacion y reclutamiento de otras células durante la
inflamacién (Mezovar S. y cols., 2016). En los granulos o podemos encontrar proteinas como
Fibrindgeno y Factor de Von Willebrand, mientras que en los granulos densos encontramos
Catecolaminas, Serotonina, Calcio, ADP, y Adenina Trifosfato (ATP) (Li N., 2016). Otros
factores que también estan presentes en los granulos a son el VEGF y el Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas (PDGF), ambos factores participan en el proceso de vasculogénesis y

angiogénesis (Reinthaller A., 2016).

La activacion de plaquetas resulta también en la exposicion de varias integrinas y selectinas en
su membrana, una de ellas es la glicoproteina P-Selectina, un importante marcador de este
proceso. Las plaquetas luego de su activacion pueden liberar desde sus granulos de secrecion
factores pro- y antiangiogénicos como son PDGF [, Factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-I; siglaen inglés), VEGF, Factor Crecimiento Transformante Beta (TGF-f3), angiopoietina
y angiostatina, Factor Plaquetario 4 (PF4; sigla en inglés) respectivamente, dependiendo de la
via de activacion que se estimule. (Spannuth W. A. y cols., 2008; Sharma D. y cols., 2014;

Mezovar S. y cols., 2016). La principal accion de las plaguetas es evitar que se pierda la menor
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cantidad de sangre posible luego de un dafio en el endotelio, aunque también, se ha propuesto
que tienen un papel clave en la fisiopatologia de enfermedades como cancer, diabetes y

enfermedades cardiovasculares (Li N., 2016).

1.7 Cancer de ovario y plaquetas

La relacion entre plaquetas y cancer se conoce desde 1865 gracias a las investigaciones de
Trousseau. Tiempo después, en 1960, Levin y Conley reportaron que cerca del 38% de los
pacientes con tumores solidos inoperables tenian un alto contenido de plaquetas circulantes
(Labelle M. y cols., 2012). Unos afios mas tarde, Gasic y cols. en 1968, observaron que en
ratones con trombocitopenia (bajo nivel de plaquetas circulantes) causada por pretratamiento
con neuraminidasa conducia a una significativa reduccién de los focos metastasicos al pulmon,
esto posterior a la inoculacion de células de cancer y que, la infusion de plaquetas permitia
recuperar el potencial metastasico de estas células, sugiriendo que la funcién plaquetaria es un
elemento esencial en la propagacién del cancer (Ghoshal K y Brattacharyya M., 2014).
Recientemente se ha observado que las plaquetas pueden promover la sobrevivencia de células
de cancer a través de la directa proteccion formando agregados o indirectamente a través de la
liberacion de sefiales paracrinas que impiden la funcién de células Natural Killer (NK) del
sistema inmune (Goubran H. A., y cols 2015). También, se sabe que las plaquetas permiten la

adhesion de células de cancer al endotelio, favoreciendo la extravasacion de estas células y por
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consiguiente un nuevo foco metastasico. La interaccion que existe entre plaquetas y células de
cancer no es unidireccional, debido a que, en muchos casos, se ha observado, que las células de
cancer pueden liberar ADP, un conocido agonista plaquetario, lo que lleva a un incremento de
la activacion y agregacion plaquetaria (Ghoshal K y Brattacharyya M., 2014). También se ha
reportado que las células tumorales en contacto con plaquetas inducen la liberacién de Factor
Nuclear Kappa Beta (NF-K; sigla en inglés), y TGF-B desde la plagueta induciendo el proceso
de EMT, causando mayor migracion de las células tumorales lo que aumenta la extravasacion,
invasion, metéstasis y el proceso de angiogénesis (Labelle M. y cols., 2012). Reportes indican
que existen entre 50 a 80 factores contenidos en los granulos de secrecion plaquetaria, PDGF es
uno de ellos y se ha observado que un incremento en su sefializacién se correlaciona con un
incremento en el potencial metastasico en cancer de mama (Ghoshal K y Brattacharyya M.,
2014). Por otra parte, también se ha asociado con el crecimiento tumoral y la angiogénesis en
muchos estudios, sin embargo, su papel no ha sido claramente definido in vivo (Mezovar S. y
cols. 2016). Otros factores como PF4 (Factor plaquetario 4) y B-tromboglobulina (factores
plaquetarios) han sido investigados desde 1980 como biomarcadores asociados con cancer (Li
N., 2016). En el caso de PF4, este puede inducir la expresion de VEGF en células de cancer y
se ha observado que la activacion de esta via puede actuar como un programa de sobrevida que
se puede activar en células de melanoma. (Goubran H. A., y cols 2015). Reportes han indicado
que este factor favorece numerosos procesos como la proliferacion, migracion, sobrevivencia 'y
diferenciacion de células endoteliales e incrementa la permeabilidad vascular (Battinelli E. M.

y cols., 2011).
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Se sabe que el VEGF circulante mayoritariamente proviene de las plaquetas y que su accion
promueve la angiogenesis e incrementa la permeabilidad vascular, como también promueve la
extravasacion de células tumorales (Van N. y cols., 2014). Su sobreexpresién se ha relacionado
con aumento de la irrigacién tumoral, metéstasis temprana y formacién de ascitis (Papettin M.
y Herman I. M., 2002; Van N. y cols., 2014). Lamentablemente, estudios clinicos indican que
cerca del 97% de los tumores ovaricos presentan una sobreexpresion de VEGF, lo que ha llevado
a los investigadores a proponerlo como un biomarcador potencial en la deteccién y monitoreo
en pacientes con cancer (Van N. y cols., 2014, Reintheller A., 2016). Por otra parte, se ha
observado que, en pacientes con cancer de ovario avanzado, existe presencia de plaquetas en su
liquido ascitico, lo que podria explicar el aumento de los niveles de VEGF circulantes en ellas.
Dado el papel critico que cumplen las plaquetas favoreciendo el crecimiento y diseminacion del
tumor, no es raro observar un elevado nimero de investigaciones dedicadas a determinar la
funcion plaquetaria en céncer. Se han comenzado a realizar estudios que proponen una
disminucion del nimero y activacién de las plaquetas para mejorar el prondéstico de los pacientes
con céancer. Entre los estudios se han utilizado modelos experimentales para bloquear receptores
plaquetarios claves y observar si esto atenda la metastasis (Etulain J. y cols., 20213; Goubran
H. A. y cols., 2013). Incluso se ha evaluado la manipulacion farmacoldgica de la funcién
plaquetaria para restaurar el balance de las vias alteradas involucradas (inflamatorias,
hemostaticas, procoagulantes y angiogénica) en la patogenesis del cancer. Estudios muestran
que la terapia antiplaquetaria en conjunto con quimioterapia atenuaba el crecimiento del tumor

y la metéstasis, debido a que se restaura el balance normal angiogénico en el microambiente
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tumoral, lo que sugiere que es favorable para el tratamiento contra el cancer (Van N. y cols.,
2014). Lamentablemente, la terapia antiplaquetaria presenta limitaciones directas en las
pacientes debido a que conduce a un riesgo de sangrado, particularmente en las pacientes que
presentan trombocitopenia (reducido nimero de plaquetas) luego de la quimioterapia, lo que

conduce a una alterada cicatrizacion de heridas (Spannuth W. A.y cols., 2008).

1.8 Plaquetas y angiogénesis tumoral

Angiogénesis es el proceso en el cual ocurre un crecimiento de vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes, permitiendo el suministro de nutrientes y oxigeno. Este proceso bajo
condiciones normales es altamente ordenado, regulado por un numero de moléculas
proangiogénicas Yy antiangiogénicas que son necesarias para la homeostasis fisioldgica
(Reinthaller A., 2016). Junto con la vasculogénesis, la mayoria de los procesos de angiogenesis
ocurren en estadio embrioldgico, donde se establece el primer arbol vascular. Durante la vida,
ocurre otro proceso angiogénico en estadio adulto, durante el ciclo ovérico, para la reparacién
fisioldgica del proceso (Spannuth W. A. y cols., 2008). Las células tumorales al igual que las
células normales requieren suministro de nutrientes y oxigeno, por lo que promueven el proceso
de angiogénesis para su obtencion. La mayoria de los tumores solidos primarios, se mantienen
avasculares hasta alcanzar un tamafio de 1 a 2 mm de diametro. Luego estas células activan el

proceso de angiogénesis, reclutando a su alrededor, células endoteliales de vasos maduros, que
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iniciaran la prolongacion de nuevos vasos sanguineos, permitiendo que el tumor crezca, y se
disemine (Battinelli E. M. y cols., 2011). A diferencia de los vasos sanguineos generados por
procesos fisioldégicos normales, los vasos tumorales tienen multiples anormalidades
morfolégicas como la ausencia de una membrana basal continua y pericitos, aumentando la
permeabilidad (fenestraciones), lo que conduce a fugas o hemorragias y un flujo sanguineo
turbulento (Gay L. y Felding-habermann B., 2011; Kyoto H. y cols., 2011). Se ha observado
que células tumorales son capaces de liberar VEGF para estimular el proceso de angiogénesis y
de esta manera obtener el suministro de nutrientes y oxigeno. Un amplio nimero de canceres
humanos como cancer de mama, de pulmon, gastrointestinal, vesicula biliar, rifion y cancer de
ovario, presentan altos niveles del ligando y receptor de VEGF en el tejido vascular asociado al
tumor, sugiriendo que este factor cumple un importante rol en la angiogénesis tumoral (Kerbel
R. S., 2000). La causa del incremento de la expresion de VEGF es mediada por el ambiente,
como es la presencia de factores epigéneticos tales como hipoxia, bajo pH, citogquinas
proinflamatorias, hormonas sexuales, factores de crecimiento y quimoquinas o factores
genéticos como la activacion de numerosos oncogenes tales como Phosphatase and tensin
homolog (PTEN; sigla en inglés) o p53 (Spannuth W. A. y cols., 2008). Por otra parte, las
plaquetas son otra fuente de VEGF ya que una vez estas se activan dependiendo la via de
activacion estas pueden inclinar la liberacion de factores proangiogénicos en vez de factores
antiangiogénicos favoreciendo el proceso angiogénico. Se sabe que las plaquetas pueden
interactuar con el endotelio (ver esquema de figura 1) y liberar factores pro- y antiangiogénicos,

incrementando o disminuyendo la angiogénesis (Erices R. y cols., 2013). Estudios han asociado
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trombocitosis con un mal prondstico en las pacientes que presentan cancer de ovario,
principalmente porque el incremento de plaquetas favorece el proceso proangiogénico y
proliferacion a través de los factores que contienen (Metfcalf R. y cols., 2014; Mezovar y cols.,

2016; Jiang L. y cols., 2017;).

Las plaquetas contienen gran variedad de factores en sus granulos de secrecion, entre ellos
existen los factores proangiogénico como el PDGF, VEGF y TGF-B y, entre los factores
antiangiogénicos se encuentra el PF4 y la endostatina; que al ser liberados pueden modular el
proceso de angiogénesis de células endoteliales (Aranda E. y Owen G. 1., 2009; Labelle M. y
cols., 2012). Se ha observado incluso que las plaquetas en contacto con células de cancer de
ovario pueden estimular la liberacion de factores proangiogénicos y reducir la liberacion de
factores antiangiogénico, por un mecanismo dependiente de ADP (Menter D. G., y cols., 2014;
Gaducci A. y cols., 2015). En otros estudios se ha observado que la sefializacion puede ser desde
plaquetas hacia células de cancer de ovario, permitiendo la liberacién de factores
proangiogénicos desde las células de cancer, denominado potencial proangiogénico
(Esquematizado en figura 1) (Egan K. y cols., 2011). Estudios in vitro han mostrado que estos
factores liberados al medio por células cancerigenas pueden aumentar la angiogénesis de células
endoteliales (Gaducci A. y cols., 2015). Estos antecedentes dan cuenta de la clave funcion que
cumplen las plaquetas en la progresion del cancer, siendo un importante blanco celular de
estudio para mejorar el tratamiento de esta enfermedad. Dado que las plaquetas pueden liberar
VEGF y que en cancer de ovario existe una sobreproduccion de este factor, no es extrafio que

investigadores se enfocaran en desarrollar maneras de bloquear la union de VEGF (ligando) a
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su receptor. Ademas, es sabido que las células endoteliales son mas genéeticamente estables por
lo que no adquieren resistencia a drogas como las células cancerosas frente al uso de

tratamientos (Gay L. y Felding-Habermann B., 2011).

Dado estos estudios se disefié un anticuerpo monoclonal que neutraliza las principales isoformas
de VEGF, llamado Bevazcizumab (nombre comercial: Avastin). Este anticuerpo impide que
este factor se una a su receptor, inhibiendo la proliferacion de células endoteliales y formacién
de vasos (Egan K. y cols., 2011). Este agente fue aprobado, por la FDA (US Food And Drug
Administration), su uso en el tratamiento de cancer de colon metastasico en combinacion con
regimenes de fluorouracil y posteriormente ha sido empleado en diferentes malignidades como
cancer de mama, cancer de célula no pequefia de pulmon, cancer renal y cancer de ovario (Egan
K.y cols., 2011). Estudios recientes indican gque una monoterapia con Bevacizumab alcanza un
18% de tasa de respuesta en pacientes con cancer de ovario, mostrando buenos resultados en la
progresion libre de enfermedad (Kyoto H. y cols., 2011), beneficios que no superan los efectos
adversos que produce este farmaco, como es: hipertension, trombosis, hemoptisis, proteinuria y
dolor de cabeza. Ademas, su uso ha mostrado que causa una alta tasa de perforaciones
gastrointestinales en pacientes con cancer de ovario y no se ha observado un aumento en la
sobrevida global, causando en muchas ocasiones alta toxicidad (Welti J., 2013). (Battinelli E.
M. y cols., 2011). Otros estudios han mostrado que el uso de bloqueadores de VEGF resulta
insuficiente para prevenir la progresién, debido a que causa resistencia e incluso puede
incrementar la invasion y metastasis, aunque todavia es materia de investigacion (Welti J.,

2013).
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Por otra parte, dado su clave rol en el proceso angiogénico, es claro que las plaquetas pueden
ser un importante blanco para el tratamiento del cancer. Se ha observado que la terapia
antitrombdtica reduce la angiogénesis tumoral y los eventos tromboembdlicos en las pacientes.
Lamentablemente, este tipo de terapia no estd exenta de efectos secundarios, como la
hemorragia, que reducen la calidad de vida de las pacientes (Kumar S. y cols., 2013; Erices R.
y cols., 2017). Estos antecedentes sugieren la necesidad de investigar otras alternativas de
tratamiento que reduzca la accidn de las plaquetas en el desarrollo y diseminacion del cancer de

ovario.

* ] I ENDOTELIO ‘

PLAQUETAS

Angiogénesis

Liberacion de factores
pro-angiogénicos

| (Potencial angiogénico)

CELULAS DE CANCER Modificado Erices et al. 2017

Figura 1.- Accion de las plaquetas sobre el proceso de angiogénesis y el desarrollo del tumor.
Plaquetas actlan directamente sobre células endoteliales y ha sido reportado que incrementan la
formacion de estructuras tipo capilar y el proceso de angiogénesis. Plaquetas actian sobre células de
cancer favoreciendo la liberacién de factores proangiogénico, incremento el potencial angiogénico de
estas células.
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1.9 Metformina y su uso en clinica

Metformina (1,1 dimetilbiguanida hidroclorhidrica) es una biguanida utilizada como primera
linea de tratamiento para pacientes con diabetes mellitus tipo Il y pacientes con resistencia a la
insulina (Evans J. M. y cols., 2005). Recientemente, investigaciones han permitido ampliar su
uso a otras patologias como la diabetes mellitus gestacional, sindrome de ovario poliquistico y
para la prevencion de la diabetes (Lei Y. y cols., 2017). Otros hallazgos indican que Metformina
disminuye la ingesta de alimento y peso corporal, como también, ha mostrado un efecto positivo
en marcadores de riesgo cardiovascular, incluyendo perfil lipidico, grasas hepaticas y
modulacion de marcadores inflamatorios (Pernicova I. y Korbonits M., 2014). Se sabe que
Metformina en disolucion tiene caracter polar y es capaz de ingresar a la célula hepatica a través
del transportador de cationes organicos 1 (OCTL1), siendo su primer blanco molecular la
inhibicién del complejo | mitocondrial (Dowling R. J. y cols., 2016; Christodoulou M. I. y
Scorilas A., 2017). Esta inhibicién causa un desbalance de la razon AMP/ATP, permitiendo la
activacion de quinasa dependiente de AMP (AMPK), proteina quinasa involucrada en la
regulaciéon del metabolismo energético celular. Luego de la fosforilacion de esta quinasa se
induce el metabolismo catabdlico, el que activa procesos como autofagia y a su vez se inhibe la
sefializacion del metabolismo anabdlico, el cual involucra la inhibicion de procesos tales como
la sintesis de acidos grasos y sintesis de proteinas. (Dowling R. J. y cols., 2016). Este cambio
en el metabolismo celular resulta en la inhibicién de la sefializacion de mammalian Target of

Rapamycin (mTOR) un importante inductor de la proliferacion celular y angiogénesis. Otros
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efectos incluyen la inhibicién de genes claves en el proceso de gluconeogénesis en el higado, y
la captacion de glucosa en el musculo esquelético, reduciendo los niveles de glucosa en sangre.
También, incrementa la sensibilidad del receptor de insulina a su ligando, aumenta la glicolisis
y la oxidacién de &cidos grasos, lo que explica su beneficio en la resistencia a la insulina en el
tejido periférico (Dowling R. J. y cols., 2016). La activacion del sensor metabdlico AMPK
ocurre especificamente por la fosforilacion en la subunidad catalitica o en el residuo Thr172,
residuo que se expone, posterior al cambio conformacional de la quinasa cuando AMP se une
en su subunidad y (Christodoulou M. I. y Scorilas A., 2017). La quinasa hepética B1 (LKB1) y
la proteina quinasa p dependiente de Ca?*/Calmodulina (CAMKKJf Ca?*) son dos quinasas que
estan rio arriba de AMPK y fosforilan la subunidad a de la proteina (Glindliz D. y cols., 2015;

Sosnicki S. y cols., 2016).

Metformina es un farmaco que lleva cerca de 50 afios usandose para el tratamiento de la diabetes
mellitus y otros sindromes. Recientemente, Evans y cols. en el 2005 publicaron la primera
evidencia que asociaba el uso de este farmaco con una disminucién en el riesgo de desarrollar
cancer en pacientes diabéticos (Evans J. M. y cols., 2005). Esta evidencia caus6 gran impacto
en la comunidad cientifica, volcando toda la atencion en determinar los posibles efectos
anticancerigenos de la droga y el posible mecanismo que estaria involucrado en este efecto
anticancer. Posterior a la publicacion de este reporte, otros estudios reforzaron la idea del efecto
antineoplasico de Metformina en mdltiples tipos de céancer, incluyendo el cancer de ovario
(Kasznicki J. y cols., 2014; Gaducci A. y cols., 2016; Gao Z. y cols., 2016; Sosnicki S. y cols.,

2016). Recientemente, las investigaciones evaluando el efecto de Metformina en cancer han
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incrementado, principalmente para la determinacion del mecanismo de accion de Metformina,
ya que los estudios podrian identificar nuevos blancos terapéuticos para tratar el cAncer e incluso

promover su uso en pacientes con cancer que no necesariamente padezcan de diabetes mellitus.

1.10 Metformina y Céncer

Es sabido que existe una asociacion positiva entre la Diabetes Mellitus y el riesgo de desarrollar
neoplasia. Se ha observado que pacientes con diabetes mellitus tipo 2 presentan incrementan el
riesgo a desarrollar cancer o morir por esta malignidad (Soraya H. y cols., 2012). Dado la
asociacion que existe entre estas dos enfermedades, investigadores han estudiado el posible
efecto anticancer que podrian tener alguno de los diferentes farmacos comunmente utilizados
para tratar la diabetes. Uno de esos estudios fue el de Evans y cols. (2005) que public6 por
primera vez que el tratamiento con Metformina en pacientes diabéticos reducia en un 23% el
riesgo de desarrollar cancer, sugiriendo que tal vez este farmaco podria tener un efecto
anticancerigeno en estos pacientes. Posteriormente, un metaanalisis realizado con mas de 4000
pacientes con diabetes mellitus tipo Il comparé el efecto de Metformina y otros farmacos
antihiperglicemiantes, (utilizados para tratar la diabetes) sobre el riesgo de desarrollar cancer.
En el estudio se obtuvo que s6lo Metformina reduce en un 31% el riesgo de desarrollar cancer
de ovario, sin embargo, el mecanismo involucrado en su efecto anticancer se desconoce
(Decensi A. y cols., 2010). Adicionalmente, estudios prospectivos han mostrado que el uso de
este farmaco en pacientes diabéticas con cancer de ovario retrasa la progresiéon del cancer,

respecto a pacientes diabéticas con cancer que no usan este tratamiento (Evans J. M. y cols.,
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2005; Hirsch H. A. y cols., 2013; Qu C. y cols., 2014). También se ha observado que dosis bajas
de Metformina ejercen efectos anticancerigenos, por ejemplo, un reporte indicé que 250mg de
Metformina al dia, reduce la proliferacion y la formacion de criptas con morfologia aberrante
en el epitelio rectal de pacientes no diabéticas comparado con el placebo (Dowling R. J. y cols.,
2016). Por otra parte, estudios in vitro han mostrado que concentraciones milimolares de
Metformina son capaces de inducir apoptosis en células de cancer de mama por una via que
involucra la funcién mitocondrial (Cufi S. y cols., 2010). También han indicado que Metformina
bloquea la via Src reduciendo la inflamacion a través de una via que involucra la inhibicion de
NF-xB (Gao Z. y cols., 2016). Posteriormente, un estudio evalud si Metformina podia revertir
la resistencia de células de cancer de mama a la quimioterapia. En el estudio se observé que
celulas de lineas de cancer de mama MCF7 y MDA-MB231 luego del tratamiento con
Metformina a concentraciones micromolares, aumentaba la apoptosis inducida por fluorouracil
(farmaco para tratar el céancer), en estas células. Estos resultados sugieren que Metformina
vuelve a sensibilizar estas células a la quimioterapia. En este mismo estudio, lograron también
revertir el proceso de EMT en estas células. (Cheng R. y Ma J., 2015). Para confirmar si estos
resultados dependian de la activacion de AMPK, los investigadores utilizaron compuesto C, un
conocido y ampliamente utilizado inhibidor de la activacién de AMPK. Ellos observaron que el
efecto de Metformina desaparecia cuando Compuesto C estaba presente, sugiriendo entonces
que el efecto anticancer de Metformina es mediado por la activacion de este importante sensor
metabolico (Dolasik 1., 2013; Cheng R. y Ma J., 2015). Si bien estos resultados son alentadores,

deben ser considerados con prudencia ya que otro estudio indico que Compuesto C puede
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reducir la proliferacion de células de glioma a través de una via independiente a la sefializacion
de AMPK, sugiriendo que el agente puede tener efectos por si solo (Cheng R. y Ma J., 2015).
Nuestro laboratorio realizé estudios similares en células de cancer de ovario, el objetivo fue
determinar si concentraciones micromolares de Metformina incrementaba el efecto citotdxico
de paclitaxel y carboplatino. Se observd que el pretratamiento y posterior co-tratamiento de
Metformina junto con la quimioterapia produce un efecto sinérgico de la toxicidad en las células
de linea celular de cancer de ovario A2780 y SKOV3. Una observacion interesante fue el hecho
de que Metformina por si sola no afectaba la viabilidad de las células (Erices R. y cols., 2013).
El descubrimiento de un posible efecto de Metformina sobre el cancer ha causado gran interés
en el mundo cientifico, sin embargo, ain no es posible establecer un mecanismo de accion del
farmaco para estos efectos anticancerigenos. Lamentablemente los estudios que buscan
determinar el efecto antineoplasico de Metformina tienen limitaciones. Por ejemplo, en los
estudios clinicos, existe cierto sesgo de los criterios de inclusion de los pacientes, debido las
comorbilidades (obesidad, tratamientos previos, fumar, hipertension, etc.) que presentan al
comenzar el estudio. En el caso de los estudios preclinicos, una de las limitantes es que los
investigadores usan concentraciones milimolares de Metformina en un rango de 1mM a 40 mM
(165-6600 mg/l), las cuales superan las concentraciones alcanzadas en el plasma de pacientes
diabéticos que son tratados con este farmaco que se ha observado oscilan entre 2, 8 a 50 uM
(0,465-2,5 mg/l) (Dowling R. J. y cols., 2016; Yi Q. y cols., 2016). Esta diferencia en las
concentraciones utilizadas vuelve imposible extrapolar los resultados obtenidos en los estudios

in vitro y observarlos en la clinica (Dolasik 1., 2013; Cheng R. y Ma J., 2015; Gao Z. y cols.,
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2016; Li W. D. y cols., 2017). El uso de concentraciones suprafarmacoldgicas en los estudios
in vitro se basa en hallazgos que dan cuenta que el farmaco se acumula en el tejido, observandose
concentraciones mayores a las presentes en el plasma, posiblemente, debido a que este farmaco
no es metabolizado en el higado (Swier N. y Versteeg H. H., 2017). Sin embargo, el uso de
concentraciones muy elevadas puede conducir a efectos citotoxicos en los pacientes, donde el
principal efecto colateral es acidosis lactica (Yi Q. y cols., 2016). Actualmente, Metformina se
estd incluyendo en estudios clinicos en fase 2 para pacientes con cancer de ovario que no
necesariamente padecen de diabetes, siendo una alternativa promisoria para el tratamiento
adyuvante en estas pacientes. Se espera que los resultados de este estudio estén disponibles en

abril del afio 2021 (Christodoulou M. I. y Scorilas A., 2017).

1.11 Metformina y su accién en la angiogénesis

Es sabido que un alto porcentaje de pacientes diabéticos presentan alteraciones vasculares, una
de ellas es la persistente angiogénesis, que puede desencadenar otro tipo de patologias micro y
macrovasculares (Yu J. y cols., 2016). EI mantener un balance angiogénico en el microambiente
tumoral es clave para evitar la estimulacion del proceso de angiogénesis en las células
endoteliales adyacentes al tumor (Kerbel R. S., 2000). Este balance puede ser afectado por
diferentes factores como el estrés oxidativo, citoquinas y factores inflamatorios (Lu C. y cols.,

2008). Metformina es el principal farmaco indicado para pacientes con diabetes mellitus tipo 2
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y se ha observado en diferentes articulos que puede contrarrestar los niveles de citoquinas, el
estrés oxidativo, la hiperglicemia y el proceso inflamatorio en ciertas patologias, incluida la
diabetes (Kinaan M. y cols., 2015; Kannarkatt J. y cols., 2016; Yi Q. y cols., 2016). Existen
algunos trabajos en los que han evaluado el efecto de Metformina en la angiogénesis observada
en la retinopatia diabética, en ellos se ha observado que la droga es capaz de inhibir la
angiogénesis afectando la expresion de VEGF, sin embargo, no es claro si Metformina puede
reducir la angiogénesis en condiciones no diabéticas (Ton B. K., 2009; Yu J. y cols., 2016).
Durante la Gltima década, investigadores han realizado estudios para identificar los efectos que
pueda tener Metformina, esto adicionalmente a la evidencia que se tiene del efecto que produce
en las pacientes diabéticas. Respecto a ello, estudios epidemiol6gicos han indicado que el uso
de Metformina a largo plazo ofrece otros efectos protectores (Nisson M. b. y cols., 2005; Kim
Y.ycols., 2011; Sosnicki S. y cols., 2016). Por ejemplo, un estudio indicé que el uso del farmaco
reduce la probabilidad de desarrollar complicaciones vasculares independiente del control
glicemico (Etulain J. y cols., 2013). Esto es de particular interés para clarificar el rol de
Metformina en el tratamiento de la angiogénesis tumoral. Es sabido que Metformina tiene como
blanco molecular la proteina AMPK, la cual es un modulador critico del metabolismo celular,
regulando varios procesos celulares claves como apoptosis, autofagia, diferenciacion celular y
la angiogénesis (Kim Y. y cols., 2011; Giinduz D. y cols., 2015; Sosnicki S. y cols., 2016; Li
W. D. y cols., 2017). Se ha propuesto que el efecto antiangiogénico de Metformina podria estar
asociado al cambio en el metabolismo energético en las células de cancer y células endoteliales

que forman parte de la irrigacion tumoral. Sin embargo, los estudios realizados con Metformina
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no estan exentos de controversia, debido a que existen reportes que indican que es un agente
antiangiogénico, mientras otros publican que Metformina puede promover la angiogénesis
(Protti A. y cols., 2012; Gao S. y cols., 2015; Xin G. y cols., 2016). Respecto a los reportes que
indican que, Metformina reduce la angiogénesis, se ha observado que el farmaco es capaz de
reducir los niveles de IL-6, un potente agente proangiogénico que incrementa la migracién en
células endoteliales y que se sabe esté significativamente aumentada en pacientes con cancer de
ovario (Menter D. G. y cols., 2014) (Trifanescu O. G. y Anghel R., 2015). Lamentablemente,
es dificil determinar la accion que tiene Metformina sobre la angiogénesis, porque la mayoria
de los estudios in vitro que han evaluado la accion antiangiogénica de Metformina han utilizado
concentraciones milimolares del farmaco lo que impide comprobar este efecto en pacientes. Es
posible que la controversia existente sobre los efectos de Metformina se deba principalmente al
uso de concentraciones suprafarmacoldgicas, las cuales difieren en varios ordenes de magnitud,
respecto a los usados en la clinica, sugiriendo, ademas, que su accion podria ser dependiente de
su concentracion (Nisson M. b. y cols., 2005; Kim Y. y cols., 2011; Gao Z. y cols., 2016;

Kannarkatt J. y cols., 2016).
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1.12 Metformina y plaquetas

Metformina ha sido estudiada en varias patologias, sin embargo, poco se sabe acerca del posible
efecto que puede tener sobre las plaquetas. Esto es materia de gran interés, ya existe evidencia
del rol que tienen las plaquetas en la promocion de la angiogénesis, un proceso clave en el
desarrollo y progresion del cancer (Erices R. y cols., 2013; Kumar S. y cols., 2013; He L. y
Wondisford F. E., 2015; Erices R. y cols., 2017). Un estudio realizado en pacientes diabéticos
indico que Metformina disminuye el promedio de volumen plaquetario (MPV; sigla en inglés)
(Inzucchi S. E. y cols., 2014). Este parametro ha sido establecido como un indicador de la
activacion plaquetaria, indicando que Metformina estaria reduciendo este indicador. Otros dos
estudios uno in vitro y un estudio clinico mostraron efectos similares en la activacion plaquetaria
(Bottsford-Miller J. y cols., 2015; Jiang L. y cols., 2015). Estas observaciones podrian explicar
la reduccidn en los eventos trombdticos en pacientes tratados con este farmaco, sin embargo, las
concentraciones de Metformina observadas en estos estudios superan el rango de

concentraciones observadas en el plasma de pacientes diabéticas que son tratadas con él.

Entonces, dado que la angiogénesis puede ser promovida por las plaquetas y que existe evidencia
que Metformina puede ejercer un efecto antiangiogénico a concentraciones
suprafarmacoldgicas, el objetivo de esta investigacion se enfoca en determinar si Metformina a
concentraciones farmacoldgicas es capaz de reducir la angiogénesis promovida por las plaquetas

en el cancer de ovario y el mecanismo de accion que esté involucrado en este efecto. Nuestro
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trabajo podria permitir su uso terapéutico en el cancer de ovario, especificamente reduciendo la

angiogénesis estimulada por las plaquetas.
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2. HIPOTESIS

Metformina previene los efectos plaquetarios asociados al aumento de la capacidad
angiogenica de células endoteliales y al aumento del potencial pro-angiogénico de células
de cancer de ovario, a través de la activacion de la proteina AMPK en ambos tipos celulares.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar si Metformina, a través de la via AMPK, reduce los efectos proangiogénicos de
las plaquetas sobre las células endoteliales y sobre las células de cancer de ovario.
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4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Estudiar el efecto directo de Metformina sobre la capacidad angiogénica del
endotelio en ausencia y presencia de plaquetas.

4.1.1Evaluar el efecto de concentraciones crecientes de Metformina sobre la capacidad angiogénica
de células endoteliales

4.1.2 Evaluar si Metformina (20uM) puede inhibir la angiogénesis promovida por plaguetas
en células endoteliales (linea y cultivo primario)

4.2 Establecer si Metformina inhibe el potencial angiogénico que tienen las plaquetas
sobre las células de cancer de ovario, reduciendo la angiogénesis promovida por medio
condicionado proveniente de estas células.

4.3 Estudiar si la accién inhibitoria de Metformina ocurre directamente en las células
endoteliales y las células de cancer de ovario o sobre plaguetas o en ambas.

4.3.1 Determinar si un pretratamiento a las plaquetas con Metformina reduce la angiogénesis
de células endoteliales aumentada por plaquetas.

4.3.2 Determinar si un pretratamiento a las células endoteliales con Metformina reduce el
incremento de la angiogénesis generada por las plaquetas.

4.4 Determinar el mecanismo por el cual Metformina inhibe la angiogénesis directa e
indirectamente inducida por las plaquetas.

4.4.1 Determinar si la via AMPK esta involucrada en los efectos bioldgicos sobre las células
endoteliales inducido por las plaquetas.

4.4.2 Determinar si la via AMPK esta involucrada en los efectos bioldgicos sobre las células
de cancer de ovario inducido por plaquetas.

4.4.3 Determinar la participacion de mediadores involucrados en el efecto antiangiogénico
de Metformina, luego de la activacion de la via AMPK.



55

5. MATERIALES

5.1 Células

Se utilizan las lineas celulares SKOV3, UCI 101, provenientes de ascitis adquiridas en el centro
global de bio recursos ATCC. Se cuenta con muestras de ascitis de pacientes con cancer de
ovario donadas, bajo autorizacién por consentimiento informado, al proyecto postdoctoral
FONDECYT 3150028 de Rafaela Erices y proyecto BMRC 13CTI 21526-P6 (GO) los cuales

cuentan con la aprobacion del comité de ética de los centros de salud de procedencia.

5.2 Reactivos

Medio endotelial humano; MFS (Life Technologies, Gran Island, NY, USA), Suplemento de
crecimiento de célula endotelial (Merck Milipore, Billerica, MA, USA), Medio DMEMF12
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA), Anti AMPK y AMPK-P (Cell Sinaling), Tubulina
(Santa Cruz), CD61 y CD62 (Ursula Biggemann), Metformina (D150959; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA), Compuesto C ((ab120843; Abcam, Cambridge, UK), membranas de
nitrocelulosa (Biorad, Hercules, CA, USA), anticuerpo secundario (Biorad, Goat Anti-Rabbit
IgG (H + L)-HRP Conjugate; Cat. N°170-6515, USA), reactivo quimioluminiscente (Pierce

ECL Thermo Scientific, Whaltman, MA, USA), Rojo Ponceau (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
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USA), matrigel (Cat N° 356231, growth factor reduced matrigel matrix, phenol red free, BD

Biosciences), PGE1 (P5515, Sigma),
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6. METODOLOGIA

6.1 Cultivos primarios de ascitis

Las muestras incluidas para nuestra investigacion como cultivo primario fueron obtenidas a
través del Hospital Clinico de la Pontificia Universidad Catolica y el Hospital Gustavo Fricke,
Vifia del Mar. La obtencidn de estas muestras cumple con la aprobacion ética de las instituciones
y los servicios de salud correspondientes y por el comité de ética de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile. Cada muestra fue obtenida, posterior a que la paciente firmara el
consentimiento informado por escrito. Este proyecto FONDECYT N° 3150028 post-doctoral de
la Dra. Rafaela Erices, esta aprobado por los servicios de salud correspondientes y esta bajo el
nombre de “Las plaquetas promueven el potencial angiogénico y el fenotipo metastasico de las

celulas de cancer de ovario, y este efecto es inhibido por Metformina ™.

6.2 Muestras de cordén umbilical

Células endoteliales fueron aisladas desde cordones umbilicales de pacientes que firmaron
consentimiento informado aprobado por el comité ético del Hospital Clinico de la Universidad
Catolica de Chile. Las celulas fueron obtenidas por tratamiento con colagenasa y mantenidas en
medio libre de suero (SFM) endotelial de humano (Life Technologies, Grand Island, NY, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y suplemento de crecimiento de célula

endotelial (concentracion final 6 pg/ml) (Merck Milipore, Billerica, MA, USA)
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6.3 Lineas cultivo celular

Lineas de células de cancer de ovario SKOV3 y UCI101 fueron mantenidas en medio DMEM
F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12) suplementado con 10% de

suero fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, California, USA).

6.4 Purificacion de Plaquetas

La extraccion de sangre venosa se realizé utilizando 2 mL de buffer ACD-A (citrato trisodico,
2.5¢9/100mL; acido citrico 1.379/100mL; 2g/100mL, pH 4.5) por cada 10mL de sangre. La
sangre fue puesta en tubos de 15mL y centrifugada por 9 min a 200g. El plasma rescatado se
centrifugo por 9 min a 2700g. El pellet fue resuspendido en buffer CAF (137mM NaCl;2.68mM
KCI; 11.9Mm NaHCO:s, 0.36mM Na:HPO4X 2H20; 2mM MgCL., PGE 120mM) hasta alcanzar
un volumen de 10mL. Se centrifugd el sobrenadante 2 veces por 9 min a 200g, finalmente se
centrifug6 por 9 min a 2700g. El precipitado fue resuspendido en buffer CAF. Se tomé 100uL
de la solucion, se centrifugaron por 2 min a 10000 RPM vy fue resuspendido en 20uL de Yoduro
de propidio (0.75mM), una alicuota de 10uL fue observada bajo microscopio de fluorescencia
y se contaron los nucleos tefiidos para determinar el grado de contaminacion con leucocitos, los
conteos fueron siempre menores a 1 por cada 10° plaquetas. Luego se cuantifico el nimero de
plaquetas en el contador de particulas (Counter Particle Counter WS-ZIDUALPC) y se ajustd

con su concentracion a 600.000 plag/pL.
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6.5 Activacion y separacion de componentes plaquetarios

Un contenido de 300x10° plaquetas purificadas, fueron resuspendidas en 1mL de medio de
cultivo DMEM F12, e incubadas durante 15 min a 37° C con trombina 0,5 U/mL para inducir
su activacion, luego se realizé una centrifugacion a 2700g por 9 min, el sobrenadante que
contiene los factores liberados obtenido fue utilizado para estimular las células de cancer en un
volumen final de 2mL, mientras que el precipitado que contiene restos membranosos de
plaquetas fue nuevamente lavado en PBS para luego agregarlo al cocultivo con las células de

cancer.

6.6 Western blot

Se extrajeron las células de cancer y células endoteliales utilizando un “scrapler”, luego el
contenido fue centrifugado a 7000 RPM por 7 min a 4° C. El precipitado fue resuspendido en
50uL de buffer de lisis (960uL de buffer MISAO + 40uL IP 25x) e incubado por 20 min a 4°
C, en el caso de proteinas fosforiladas el buffer de lisis adicionalmente contenia ortovanadato.
Luego las células fueron sonicadas y centrifugadas a 7000 RPM durante 7 min a 4° C. A partir
del sobrenadante se cuantificé la cantidad de proteinas mediante el método Bradford. Se realiz6
un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes. Se dejé migrar durante 1 hora
y 30 min a 120 Volt. Luego el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa durante 120
min a 300 mA, para posteriormente bloguear sitios de unién con PBS Tween 3% BSA durante

1h en rampa de agitacion a temperatura ambiente. Luego se incub6 con el anticuerpo primario
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(Anti AMPK y AMPK - P 1:1000) durante 16 horas. Luego se realizaron 3 lavados de 10 min
con PBS. Tween 0,1%. El anticuerpo secundario anti conejo fue incubado durante 2h a
concentracion 1:1000 en PBS BSA 3%. Membranas fueron expuestas a MyECL
(ThermoScientific, Whaltman, MA, USA) vy la carga inicial de proteina fue evaluada por la
tincion de rojo ponceau (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). La densidad dptica de las bandas
fue cuantificada usando el software Image J v 1.6. Las densidades épticas fueron expresadas

como la razon del tratamiento/control.

6.7 Citometria de Flujo

Para el andlisis de activacion plaquetaria, se extrajeron plaquetas frescas y se incubaron durante
30 min a 37° C en medio DMEM F12 sin suero méas vehiculo de Metformina (agua), medio
DMEM F12 sin suero con Metformina 20 uM, en buffer CAF (control negativo) y en medio
DMEM F12 sin suero con trombina 1U/mL (control positivo). Las plaquetas incubadas en buffer
CAF fueron separadas en tres tubos. El primero fue utilizado como control negativo, por lo que
se mantuvo con el buffer CAF. El segundo se incubé con 5 pL de anti CD61 y 5uL de IgG de
ratén; y el tercer tubo se incubo con 5uL de anti CD61 y 5 puL de Anti CD62. Los tubos fueron

leidos por el citdmetro en el cual se obtuvieron un minimo de 5000 eventos por condicion.
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6.8 Ensayo de viabilidad celular

Las celulas fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una confluencia de 2500 a 3000
cél/pocillo. Se incubaron las células en una curva de concentracion creciente de Metformina 10,
20, 50, 100 y 200 uM en presencia o ausencia de plaquetas. En el caso de Compuesto C se
evalud la concentracion 10 nM solo 0 en combinacion con Metformina y en presencia o ausencia
de plaquetas. El vehiculo de Compuesto C fue DMSO (dimetilsulféxido) al 0,1%. Previo al
ensayo se cambié medio a DMEM F12 sin suero (4 horas min). Luego de 12 horas de incubacién
se agregd la combinacion de los reactivos de MTS. El ensayo se ley6 usando el equipo EPOCH

a 490 nm.
6.9 Ensayo de formacidn de estructuras tipo capilar (Angiogenesis in vitro)

El ensayo de formacién de estructuras tipo capilar fue realizado (de ahora en adelante lo
[lamaremos angiogénesis), usando células HUVEC y EAhy926 como se describe en Aranda E.
Owen G. 1., 2009. Brevemente, las células EA.hy926 y células HUVEC (30.000 cel/poc, en
medio DMEM F12 0% SFB) fueron sembradas sobre pocillos cubiertos con magtrigel (placa de
48 pocillos) e incubados a 37° C por 12 horas. Los cultivos fueron fotografiados usando 4X y
10X de magnificacion y todos los resultados fueron cuantificados usando el software
“Angiogenesis Analizer” desde el programa Image J v 1.6. Para el indice angiogénico fueron

usadas las imagenes tomadas con aumento 4X y se establecid la siguiente formula:

indice Angiogénico = N ° de ramificaciones X Largo total de la ramificacion
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6.10 Andlisis estadistico

Experimentos que presentaron una variable fueron analizados usando ANOVA con una prueba
aposteriori de Tukey (GraphPad Sofware, La Jolla, CA, USA). Cuando los datos involucraban
dos variables se utilizo ANOVA de dos vias con la prueba aposteriori de Bonferroni. Todos los
experimentos tanto en células de cultivo primario HUVEC o de ascitis de paciente con cancer
de ovario avanzado, asi como las lineas de celulares de cancer de ovario o células endoteliales

fue realizado con 3 0 mas repeticiones y fue considerado P<0,05 como significativo.
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7. RESULTADOS

7.1 Metformina a concentraciones clinicas no reduce la angiogénesis

Para determinar si Metformina puede tener un efecto antiangiogénico sobre células endoteliales
coincubadas con plaquetas, primero se evalud si el firmaco puede generar un efecto citotdxico
en las células endoteliales pudiendo estar causando su muerte. La viabilidad celular se estudid
através de un ensayo de MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Se realizé una curva de concentracion respuesta que incluyo las
concentraciones 10, 20, 50, 100 y 200 uM de Metformina y las células endoteliales fueron
sembradas en cada una de las condiciones. Se establecié como concentraciones terapéuticas (10
y 20uM), concentraciones que se encuentran en el rango de concentraciones de Metformina
observadas en plasma de pacientes con diabetes que son tratados con el farmaco. Las
concentraciones consideradas “supra farmacoldgicas” (50, 100 y 200 pM), fueron
concentraciones mas elevadas que las observadas en plasma de pacientes tratados con el
farmaco. Como se observa en la figura 2A, Metformina tiene un efecto citotoxico sobre células
endoteliales s6lo a 200uM, causando significativamente la muerte de estas células. Sin embargo,
a concentraciones menores Metformina no afecta la viabilidad celular. Debido a que sélo
200puM generd una disminucion significativa de la viabilidad celular, se determinog si este
farmaco reducia la angiogénesis. Para ello se utilizo el ensayo de formacion de estructuras tipo

capilar (la cual llamaremos de aqui en adelante ensayo de angiogénesis), una aproximacion
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cuantitativa que comudnmente es utilizada para evaluar el proceso de angiogénesis. En este
ensayo se utilizaron las mismas concentraciones de Metformina previamente estudiadas. En la
figura 2B y 2C se observa el panel de fotografias representativas de las condiciones y sus
cuantificaciones. Metformina a concentraciones menores o iguales a 20pM tiende a reducir la
angiogénesis de células endoteliales, pero no es significativa, sin embargo, a concentraciones
superiores o iguales a 50LM se observa que estas estructuras se pierden y se evidencian células
con un fenotipo redondeado. Estos resultados indican que Metformina reduce el proceso de
angiogénesis en un rango de concentraciones de 50puM a 100uM, asociando este efecto a un rol
antiangiogénico del farmaco. A la concentracion 200uM existe una disminucion del proceso de
angiogénesis, sin embargo, es posible que esta disminucién esté asociada a una disminucién de

la viabilidad celular y no a un efecto sobre la angiogénesis.
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C)

CONTROL METFOMINA (10uM) METFOMINA (20uM)

Figura 2.- Metformina a concentraciones terapéuticas para pacientes diabéticos no tiene un efecto
significativo sobre la angiogénesis de las células endoteliales. Cultivo primario de células HUVEC
sembradas sobre matrigel en medio DMEM sin suero en presencia y ausencia de Metformina a
concentracion ascendente (10, 20, 50, 100 y 200 uM). El vehiculo fue agua. A) Viabilidad de células
endoteliales expuestas a concentraciones crecientes de Metformina. Sélo a 200uM, ocurre una
disminucion significativa de la viabilidad. B) Cuantificacion de la angiogénesis con software Image J
(pluggin “angiogénesis”); Angiogenic Score = Number branches * total branches leng. C) Imagenes
representativas del efecto de concentraciones crecientes de Metformina sobre la angiogénesis de células
endoteliales en ausencia de plaquetas. Fotografias tomadas a las 12 horas posterior a la incubacion. n=4.



67

7.2 Metformina a concentraciones terapéutica para pacientes diabéticos reduce la

angiogenesis promovida por plaguetas

Dado que cerca de un tercio de las pacientes con cancer de ovario presenta trombocitosis y que
el aumento de plaquetas puede incrementar la angiogénesis, proceso clave en el desarrollo y
diseminacion del cancer (ver figura 1). Se evalud si las plaguetas eran capaces de incrementar
la angiogénesis en nuestro modelo. Como se observa en la figura 3, las plaquetas luego de 12
horas incubadas con células endoteliales sembradas sobre matrigel son capaces de aumentar la

angiogeénesis significativamente.

A)
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Figura 3.- Plaguetas incrementa la angiogénesis de células endoteliales. Cultivo primario de células
endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) sembradas sobre matrigel en medio SFB 0%. A) Panel
de fotografias representativas del efecto proangiogénico de las plaquetas sobre células endoteliales. B)
Cuantificacién de la angiogénesis. Fotografias tomadas a las 12 horas posterior a la incubacion. n=4
condicion control, N=5 condicion plaquetas. Test T *** p >0,001

Dado el interés por evaluar el posible efecto antiangiogénico de Metformina que ha sido
sugerido en recientes estudios y los reportes que han establecido que las plaquetas promueven
la sobrevida celular (Egan K. y cols., 2011; Davis A. y cols., 2014), se estudiaron las mismas
concentraciones de Metformina sobre la viabilidad de células endoteliales en presencia de
plaquetas. Sorpresivamente, como se evidencia en la figura 4A, a partir de la concentracion
50uM ocurre muerte en las células debido a un efecto citotoxico del farmaco. Posteriormente se
evaluo si la presencia de Metformina podria inhibir la angiogénesis promovida por plaquetas.
Paraello, previo a los estudios, se confirmo que las plaquetas en el modelo utilizado incrementan

la angiogeénesis (ver Figura 3A). Durante 12 horas se incubaron células endoteliales y plaquetas
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en presencia o ausencia de concentraciones crecientes de Metformina. Posterior a la incubacion
se observo que a partir de la concentracion 20uM la angiogénesis de células endoteliales
promovida por plaquetas es inhibida significativamente (ver Figura 4B-4C). Estos resultados
sugieren que la disminucion de la formacidn de estructuras capilar observada a la concentracion
20uM en presencia de plaquetas seria por un efecto antiangiogénico y no citotoxico del farmaco.
Es importante indicar que a concentraciones mayores a 20LM se observa una desestabilizacion
de las estructuras y células redondeadas que aumentan en numero hacia la concentracion
200uM. A esta concentracion ya no es posible observar estructuras tipo capilar. Dado que la
concentracion 20uM esta concentracién al estar incluida dentro del rango de concentraciones
de Metformina alcanzadas en el plasma de pacientes diabéticos tratados con el farmaco

consideramos continuar nuestros ensayos utilizando esa concentracion.
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Figura 4: Metformina 20uM reduce significativamente el efecto proangiogénico de las plaquetas
sobre células endoteliales HUVEC (cultivo primario). Metformina (20uM); plaquetas (150.000
pl/uL). A) Viabilidad de células endoteliales expuestas a concentraciones crecientes de Metformina. B)
Grafico muestra cuantificacion de la angiogénesis. ANOVA de una via con prueba aposteriori Dunnett’s
N=3. Fotos tomadas a las 12 horas de coincubacion. C) Panel de fotografias representativas de ensayo
angiogénesis con células HUVEC.
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7.3 Metformina reduce el potencial angiogénico de células de cancer de ovario

promovido por plaquetas

Reportes han indicado que células de cancer pueden promover la activacion de plaquetas y
liberacion de factores que favorecen la proliferacion y sobrevida de estas células (Aranda E. y
Owen G. 1., 2009; Labelle M. y cols., 2012). Por otra parte, se ha visto que las plaquetas pueden
modificar la expresion de factores antiapoptéticos, antiautofagicos, proliferativos y pro
angiogeénicos en lineas de células de cancer de ovario (Egan K. y cols., 2011; Trifanescu O. G.
y Anghel R., 2015). Debido a estos antecedentes, se evalu6 si el medio condicionado de lineas
de células de cancer de ovario incubadas con plaquetas podria aumentar la angiogénesis de
ceélulas endoteliales. Se sembraron células de linea de cancer de ovario, UCI101 incubadas con
plaquetas durante 24 horas. Posteriormente el Medio Condicionado obtenido fue utilizado para
tratar a células endoteliales sembradas sobre matrigel durante 12 horas y se determind la
capacidad angiogénica. Se observé (ver figura 5) que el Medio Condicionado proveniente de
células de cancer de ovario coincubadas con plaquetas aumenta significativamente la
angiogénesis comparado con la condicion control. Dado estos resultados se determind si
Metformina 20uM era capaz de inhibir este incremento. Se utilizaron dos lineas celulares de
cancer de ovario; UCI101 y SKOV3. Las células fueron sembradas durante 24 horas en
presencia o ausencia de plaquetas y Metformina. EI medio condicionado obtenido fue utilizado
para sembrar células endoteliales sobre matrigel durante 12 horas. Resultados muestran (ver
figura 6) que medio condicionado proveniente de la condicion que tenia células de cancer

incubadas con Metformina no mostrd, en ninguna de las dos lineas celulares, un efecto sobre la
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angiogénesis de células endoteliales comparado con la condicion control. También se observo
que el Medio Condicionado proveniente de la coincubacion de células de cancer y plaquetas en
ambas lineas, incrementd la angiogénesis de células endoteliales. Sin embargo, este incremento
en ambas lineas fue prevenido significativamente en presencia de Metformina. Es posible que
este efecto correspondiera de la accion directa de Metformina presente en el medio sobre el
endotelio, sin embargo, al evaluar el medio condicionado de Metformina en ausencia de células,
se observo que no tiene efecto sobre la angiogénesis comparado con la condicidn control. Para
asegurar que el efecto de Metformina no se asocia s6lo a una determinada linea celular se evalué
si el efecto de Metformina era replicable en células de ascitis provenientes de pacientes con
cancer de ovario. Se utiliz6 muestras de ascitis de pacientes con cancer de ovario en estadio
avanzado (ver data clinica en Tabla 1) y las incubamos con plaquetas en presencia y ausencia
de Metformina durante 24 horas. EI medio condicionado se agregd a las células endoteliales y
evaluamos el potencial angiogénico luego de 12 horas. Como se observa en la figura 7 la
coincubacion de cultivo primario de células de ascitis de pacientes con cancer de ovario y
plaquetas incremento el potencial angiogénico en todas las muestras de las pacientes comparado
con su control respectivo, mientras que el efecto inhibitorio de Metformina se observé en 3 de
las 4 pacientes. Es esperable que una de las pacientes no respondiera al tratamiento con
Metformina, debido a que es sabido que el cancer es una enfermedad heterogenea, por lo que
cada paciente puede responder de manera diferente a un mismo tratamiento. Estos resultados
muestran que Metformina podria estar evitando el proceso angiogénico promovido por la

interaccion de plagqueta - célula de céncer, sin embargo, se requieren mas estudios para
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determinar si el efecto de Metformina es directo sobre la plaqueta, sobre la célula de cancer de

ovario o0 ambas.
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Figura 5.- Plaquetas incrementan el potencial angiogénico de las células de cancer de ovario.
Células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) sembradas sobre matrigel con Medio
Condicionado proveniente de la coincubacion de células de cancer de ovario (SKOV3) y plaquetas
durante 24hrs. A) Panel de fotografias representativas del potencial angiogénico de las plaquetas sobre
células de cancer de ovario. B) Cuantificacion de la angiogénesis. Fotografias tomadas a las 12 horas
posterior a la incubacién. n=3. Test T ** p < 0,01
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Figura 6.- Metformina inhibe el incremento del potencial angiogénico de células de cancer de
ovario promovido por plaquetas. A) Panel de fotos representativas de la angiogénesis de células
endoteliales. B) Cuantificacion de angiogénesis de células endoteliales en presencia de medio
condicionado proveniente de células de cancer de ovario. Células SKOV3y UCI101 fueron coincubadas
con plaquetas (150.000pl/uL) en presencia y ausencia de Metformina (20uM); vehiculo utilizado fue
agua. Luego de 24 horas los medios condicionados (MC) proveniente de estas células fueron utilizados
para evaluar angiogénesis de células endoteliales (Eahy926). Fotografias tomadas 12 horas posterior al
sembrado de las células endoteliales sobre matrigel. n = 4. * p <0,05 respecto de control # p < 0,05
respecto de control.
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Figura 7.- Metformina previene el incremento del potencial proangiogénico de células de cultivo
primario proveniente de ascitis de pacientes con cancer de ovario, generado por las plaquetas.
Panel de fotografia de angiogénesis de células endoteliales. Células Eahy926 fueron utilizadas para
evaluar medio condicionado proveniente de muestras de paciente 1y 2. Para pacientes 3 y 4 se usaron
células HUVEC incubadas durante 12 horas con medio condicionado proveniente de cultivo primario de
pacientes tratados durante 24 horas con control (vehiculo), Metformina (20uM), plaquetas
(150.000pl/uL) y Metformina + plaquetas.



Tabla 1: Data clinica de las muestras de ascitis de pacientes con cancer de ovario que fueron
utilizadas para la obtencion de cultivos primarios.

Codigo | Numero de | Etapa Tipo
pacnente

UcCle63 Carcinoma alto grado seroso
GF127 2 c Adenocarcinoma ovarico invasivo pobremente
diferenciado
GF179 3 mc Carcinoma tubulopapilar seroso con cuerpos de
psamoma
TO2UC 4 1B

Mezcla de carcinoma ovarico, endometrioide y
papilar seroso

77
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7.4 Metformina no incrementa la activacion plaquetaria

Los resultados han indicado que las plaquetas incrementan la angiogénesis por dos mecanismos,
uno involucra la accion directa sobre las células endoteliales y el otro es de manera indirecta a
través de Medio Condicionado proveniente de células de cancer de ovario incubadas con
plaquetas. En ambos casos la presencia de Metformina inhibe significativamente el efecto de
las plaquetas, sin embargo, se desconoce cual es el blanco celular de este farmaco. Una
posibilidad es que Metformina afecta a las células (células endoteliales — células de cancer)
impidiendo que estas respondan a los estimulos proangiogénicos plaquetarios o bien
Metformina afecta la activacion plaquetaria, pudiendo evitar la liberacién de factores
proangiogénicos e incluso promover la liberacion de factores antiangiogénicos, cambiando el
balance de factores angiogénicos del microambiente tumoral. La biologia de las plaquetas ha
mostrado que estas son capaces de activarse facilmente, sin embargo, en la circulacion estas se
mantienen inactivas debido a la liberacion de NO desde células endoteliales. Para el estudio in
vitro de las plaquetas se utilizd un buffer de inactivacion que contiene citrato y PGEL, un
conocido inhibidor plaquetario. Para determinar si Metformina era capaz de alterar la activacién
plaquetaria, las plaquetas fueron retiradas de su buffer de inactivacion y resuspendidas en medio
de cultivo DMEM F12 sin suero (condicion control) en presencia y ausencia de Metformina. La
cantidad de plaquetas activadas se compar6 con la activacién alcanzada con trombina (control

positivo), un conocido agonista plaquetario (Labelle M. y cols., 2012). La activacién plaquetaria
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se obtuvo a través de la medicion de los niveles de P-selectina (CD62) una proteina que se
expone en la membrana de las plaquetas luego que estas se activan. Se midid los niveles de
CD62 del contenido total de plaquetas que fue marcado con CD61 utilizando el ensayo de
citometria de flujo. La figura 8 muestra que plaquetas incubadas en medio de cultivo DMEM
F12 sin suero durante 30 min no produce una significativa activacion plaquetaria. Por otra parte,
se obtuvo que la presencia de Metformina 20uM durante 30 min a 37 °C no aumenta la
activacion plaquetaria comparado con la condicion control (ver figura 9). Estos resultados
indican que Metformina no afecta directamente la activacion plaquetaria y sugiere la posibilidad
de gue su accion antiangiogénica sea directamente sobre células endoteliales y células de cancer

de ovario.
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Figura 8.- Medio DMEMF12 sin suero no incrementa la activacion plaquetaria. A) Plaquetas fueron
incubadas con CAF durante 30 min a 37° (buffer de inactivacion; control negativo), DMEMF12 (sin
suero) o Trombina (control positivo; 1U/ml). La poblacion total se determiné usando Integrina B3
(CD61), mientras que para la poblacién de plaquetas activadas se utilizd p-selectina (CD62). A)
Diagrama de puntos de citometria de flujo de plaquetas CD61 + que expresan CD62 (P- selectina) en su
superficie. B) Grafico de analisis de diagrama de puntos de citometria de flujo; Test T * p < 0,05 relativo

al control; n = 3.
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Figura 9.- Metformina (20uM) no afecta la activacion plaquetaria. A) Plaguetas fueron incubadas
con CAF durante 30 min a 37° (buffer de inactivacion; control negativo), DMEMF12 (sin suero)
Trombina (control positivo; 1U/ml) o Metformina 20uM. La poblacién total se determiné con Integrina
B3 (CD61), mientras que para la poblacion de plaquetas activadas se utilizo p-selectina (CD62). A)
Diagrama de puntos de citometria de flujo de plaquetas CD61 + que expresan CD62 (P- selectina) en su
superficie. B) Gréfico de analisis de diagrama de puntos de citometria de flujo; Test T **** p < 0,001
relativo al control (medio); n = 3.



82

7.5 Células endoteliales pretratadas con Metformina no reduce la angiogénesis

incrementada por plaguetas

Debido a que no se encontrd que Metformina afectara la activacion plaquetaria, se sugirié una
posible accion directa del farmaco sobre las células endoteliales. Para ello, se evalud si un
pretratamiento de las células endoteliales con Metformina podria reducir la angiogéenesis
incrementada por las plaquetas. Previo a ello se determind a qué tiempo las células endoteliales
comienzan la formacion de estructuras tipo capilar en presencia y ausencia de plaquetas. Como
se observa en la figura complementaria 1, las células endoteliales en ausencia de plaquetas
comienzan a mostrar un cambio en su fenotipo a las 4 horas, sin embargo, en presencia de
plaquetas este cambio se comienza a observar a partir de las 2 horas. Con estos antecedentes se
establecio que 2 horas de pretratamiento con Metformina es adecuado para evaluar si el farmaco
previene el incremento de la angiogénesis promovida por las plaquetas. Previo a la incubacion
de plaquetas la Metformina presente en el pretratamiento fue eliminada, realizando 2 lavados
con medio de cultivo. En la figura 10 se observa que un pretratamiento a las células endoteliales
no previene la angiogénesis promovida por las plaquetas comparado con la condicién control
(comparar ambas barras azules; figura 10). Estos resultados sugieren que para que el farmaco
ejerza su efecto antiangiogénico, este debe estar presente durante todo el tiempo que las

plaquetas se encuentren incubadas con las células endoteliales.
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Figura 10.- Pretratamiento de células endoteliales con Metformina (20uM) durante 2 horas no
reduce la angiogénesis incrementada por las plaquetas. A) Panel de fotografias del ensayo de
angiogénesis. B) Cuantificacion de angiogénesis de células endoteliales pretratadas con vehiculo o
Metformina durante 2 horas. Células endoteliales HUVEC (30.000cel/pocillo) fueron sembradas sobre
matrigel en presencia y ausencia de un pretratamiento de 2hrs con Metformina (20uM). Las condiciones
incluyeron control Medio DMEMF12 sin suero (vehiculo; agua), Metformina (20uM), plaquetas
(150.000pl/uL) y la combinacion Metformina Plaquetas. Fotos fueron tomadas a las 12horas de
incubacion. n=4. * p <0,05 Plaquetas v/s control; # p <0,05 Plaquetas (pretratamiento metformina) v/s
Control (pretratamiento metformina).
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7.6 Metformina no requeriria la activacion de AMPK para ejercer su efecto

antiangiogénico

Metformina es un farmaco que lleva varios afios prescribiéndose para el tratamiento de la
Diabetes mellitus tipo Il, sin embargo, aln se mantiene en estudio su mecanismo de accion. Se
sabe que Metformina es capaz de activar la proteina quinasa activada por adenina monofosfato
(AMPK; sigla en inglés). ElI farmaco causa una inhibicion del complejo I mitocondrial,
aumentando los niveles de AMP, el cual favorece la fosforilacion de la subunidad catalitica a1
de la proteina quinasa (Yi Q. y cols., 2016). Dado estos antecedentes se evalud si Metformina
requiere la activacion de AMPK para ejercer su efecto antiangiogénico. Para ello se utilizo
Compuesto C (Dorsomorphin), un conocido y ampliamente utilizado inhibidor de la
fosforilacion de la subunidad catalitica ol de la proteina AMPK (Bamberger E. S. Perrett C. W.,
2002; Cheng R. y Ma J. 2015). Se evalud el indice angiogénico de células endoteliales incubadas
con plaquetas en presencia o ausencia de Metformina y del principal inhibidor de su blanco
molecular Compuesto C, esto luego de 12 horas. La figura 11, muestra que la presencia de
compuesto C no afectd el incremento en la angiogénesis de células endoteliales promovido por
plaquetas, comparado con la condicién control (vehiculo de Compuesto C). Esto indica que las
plaquetas no requieren de la activacion de AMPK para ejercer su rol proangiogénico. Por otra
parte, se observd que la presencia de Compuesto C elimind la inhibicion ejercida por
Metformina de la angiogénesis incrementada por plaquetas. Estos resultados sugieren que
Metformina requiere la activacion de AMPK en las células endoteliales para inhibir la

angiogénesis promovida por las plaquetas. Curiosamente, reportes han proporcionado evidencia
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que Metformina ejerce efectos que son independientes de la activacién de AMPK. Debido a
ello, se determind si Metformina 20uM era capaz de generar un incremento de la fosforilacion
de AMPK. Se obtuvo lisado de proteinas de células endoteliales tratadas con Metformina y se
determind los niveles de fosforilacion de la subunidad catalitica ol de AMPK. Las células
endoteliales (linea celular y cultivo primario) se incubaron con Metformina 20 uM y 20mM en
una curva temporal (15min, 30min, lhrs, 2 horas y 4 horas). La concentracion 20 mM de
Metformina se utiliz6 como control positivo de la activacion de AMPK, dado la evidencia
obtenida en previas publicaciones utilizando el farmaco. En la Figura 12 no se observan cambios
significativos en los niveles de fosforilacion de AMPK a ninguna de las 2 concentraciones de
Metformina y en ninguno de los tiempos evaluados. Estos resultados indican que Metformina
20 uM no incrementa la fosforilacion de la quinasa AMPK o bien el tiempo de tratamiento
utilizado no comprende el tiempo en el cual Metformina podria estar activando esta quinasa.
En resumen, los datos obtenidos en este estudio sugieren que Metformina ejerce una accién
antiangiogénica sobre la accién proangiogénica de las plaquetas, pero esta no involucraria la

activacion de la proteina quinasa AMPK.
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Figura 11.- El inhibidor de AMPK (Compuesto C), revierte el efecto inhibitorio de Metformina
sobre la angiogénesis incrementada por plaquetas. Células endoteliales HUVEC (30.000cel/pocillo)
fueron sembradas sobre matrigel e incubadas con Medio de cultivo DMEMF12 sin suero (control,
vehiculo; agua y DMSO;), Metformina (20uM), Plaquetas (150.000pl/pL) y la combinacion Metformina
maés Plaquetas durante 12horas en ausencia y presencia de Compuesto C (10uM). A) Panel de fotografias
representativas de la coincubacion de plaquetas y células endoteliales en presencia y ausencia de
Metformina y Compuesto C. B) Grafico de la cuantificacion del indice angiogénico. N=4 * P< 0.05
relativo a Control # P< 0.05 relativo a Plaquetas.
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Figura 12: Metformina no cambia los niveles de fosforilacion de AMPK en células EaHY926. A)
Panel de imégenes de western blot, proteina § Tubulina fue utilizada como control de carga. B) Analisis
de western blot. Células endoteliales EaHY926 fueron tratadas con Metformina 20uM (color rojo), 20
mM (color verde ) o vehiculo a 15 min, 30 min, 1 hora, 2 horas y 4 horas. Luego se avalud los niveles
de fosforilacion de la treonina 172 de la subunidad a de la proteina AMPK. n=5
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Figura 13: Metformina no cambia los niveles de fosforilacién de AMPK en células endoteliales
HUVEC. A) Panel de iméagenes de western blot, proteina § Tubulina fue utilizada como control de carga.
B) Analisis de western blot. Células endoteliales HUVEC fueron tratadas con Metformina 20 uM (color
rojo), 20 mM (color verde) o vehiculo a 1 5min, 30 min, 1 hora, 2horas y 4 horas. Luego se avalu6 los
niveles de fosforilacion de la treonina 172 de la subunidad a de la proteina AMPK. n=6
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8. DISCUSION

La desregulacion de la angiogénesis es clave en el desarrollo y diseminacion del tumor, por lo
que inhibir este proceso es una potencial estrategia para varios tipos de neoplasias incluyendo
el cancer de ovario (Gaducci A. y cols. 2015). Es sabido que las plaquetas activadas pueden
promover directamente sobre el endotelio el proceso de angiogénesis favoreciendo el suministro
de nutrientes y oxigeno al tumor. Recientes investigaciones indican que cerca del 40% de las
pacientes con cancer de ovario presentan un alto contenido plaquetario (Trombocitosis) y esto
se ha correlacionado con un mal prondstico en ellas. Metformina, un farmaco cominmente
indicado para pacientes con diabetes mellitus tipo 1l ha mostrado tener efectos antineoplasicos
y recientemente antiangiogénicos. Sin embargo, el uso de concentraciones supra farmacolégicas
en estudios in vitro ha generado controversia y se desconoce si tales efectos son observables en
pacientes a las mismas concentraciones usadas en la clinica (He. L. y Wondisford F. E., 2015;
Dowling R. J. y cols., 2016; Christodoulou M. 1. Scorilas A., 2017). Existen algunos reportes
que han estudiado el efecto de Metformina sobre la funcion plaquetaria, sin embargo, no se sabe

si el farmaco puede generar una inhibicion de la angiogénesis promovida por las plaquetas.
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El objetivo de este trabajo fue dilucidar si Metformina a concentraciones cominmente utilizadas
en el tratamiento de pacientes diabéticos era capaz de ejercer un efecto antiangiogénico sobre la
angiogenesis promovida por las plaquetas. Los resultados de la presente investigacion
demostraron que Metformina, a concentraciones terapéuticas, fue capaz de reducir la

angiogénesis y el potencial angiogénico incrementado por plaquetas.

8.1 Efecto directo de Metformina sobre la angiogénesis promovida por las plaguetas

Metformina se conoce principalmente, por su efecto en la regulacién del metabolismo de la
glucosa, disminuyendo los niveles de insulina y mejorando su sefializacion. Recientemente se
ha observado que el firmaco también ejerce un efecto anti-inflamatorio en el sindrome de ovario
poliquistico y una accidn anti-proliferativa sobre células de musculo liso de los vasos sanguineos
(Zhou G. y cols. 2001; Biao H. y cols. 2018) Ademas, se ha observado que Metformina
disminuye la liberacion de factores proangiogénicos en el sindrome de ovario poliquistico y
disminuye los niveles de VEGF en pacientes diabéticos obesos (Huang SW., y cols. 2013). Esto
es consistente con previos estudios que indican que la droga es capaz de reducir los niveles de
densidad microvascular en lineas de células de cancer de ovario y reduce niveles de VEGF en
xenograft de células de cancer de ovario (Rattan R. y cols., 2011; Shank J. J., 2012). Sin
embargo, en nuestro modelo de formacion de estructuras tipo capilar usando células endoteliales

de linea celular o de cultivo primario, sélo a concentraciones mayores a 50uM de Metformina
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se observd una disminucion en la angiogénesis, la cual se asocio a una reduccion de la viabilidad

celular y no a un efecto antiangiogénico del farmaco.

La relacién entre plaquetas y el proceso angiogénico ha sido reportado ampliamente, utilizando
ensayos in vitro e in vivo (kerbel R. y cols 2000; Menter D. y cols. 2014; Van N. y cols. 2014;
Li N. y cols. 2014). Resultados obtenidos en el laboratorio utilizando el modelo de formacion
de estructuras tipo capilar, confirmd que las plaquetas favorecen el incremento de la
angiogenesis y se determind por primera vez que Metformina a concentraciones terapéuticas
previene este incremento, tanto en células endoteliales de linea celular como cultivo primario
(HUVEC). Esta disminucion en la angiogénesis en presencia de plaquetas no estuvo asociada a
un efecto citotdxico del farmaco, debido a que no se observé una disminucion en la viabilidad

celular.

Se ha reportado que, luego de la activacion, las plaquetas son capaces de liberar factores anti y
pro angiogénicos, dependiendo del estimulo que cause la activacion. Por ejemplo, cuando las
plaquetas son estimuladas con ADP ellas liberan VEGF, un conocido factor proangiogénico,
pero no libera endostatina. Por otra parte, cuando la activacion plaquetaria es estimulada por
Tromboxano A2, las plaguetas son capaces de liberar endostatina en ausencia de VEGF,
mediando la sefializacion anti angiogénica en células endoteliales HUVEC. Estos antecedentes
plantean la posibilidad de que Metformina actle directamente sobre las plaguetas, modulando
la liberacion de estos factores o bien inhibiendo la activacion plaguetaria. Recientemente, un

clinico, utilizando plaguetas provenientes de pacientes diabéticos y otro estudio in vitro,
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utilizando plaquetas provenientes de ratas, indicaron que altas concentraciones de Metformina
pueden reducir la activacion plaquetaria a través de la disminucion de la produccion de especies
reactivas de oxigeno (Protti A. y cols., 2012; Xin G. y cols., 2016). Es sabido que pacientes
diabéticos presentan un incrementado estrés oxidativo y esto conduce a peroxidacion de lipidos,
activacion y agregacion plaquetaria, explicando el aumento en los eventos trombdticos en estos
pacientes (Kim J. y cols., 2013). Sin embargo en el presente estudio no se observé que,
Metformina a concentraciones terapéuticas, afectara la activacion plaquetaria comparado con
estudios realizados con altas concentraciones del farmaco, por lo que se descarta, la posibilidad
que Metformina afecte la activacion plaquetaria explicando el efecto antiangiogénico observado

en los ensayos de formacidn de estructuras tipo capilar con células endoteliales.

Otra posibilidad es que Metformina inhiba o modifique sefiales al interior de las células
endoteliales que cambien su respuesta a la presencia de plaquetas, previniendo el incremento de
la angiogénesis. Estudios clinicos han demostrado que pacientes diabéticos tratados con
Metformina tienen menor probabilidad de desarrollar complicaciones vasculares, independiente
del control glicémico. Incluso, se ha observado que Metformina tiene varias acciones vasculares
como mejorar la disfuncion endotelial, efectos antioxidantes, inhibicion del complejo |
mitocondrial, las cuales no estan limitadas solo a pacientes diabéticos (Kannarkatt J. y cols.
2016: Triggle C. R. y Ding H., 2017). Recientemente, estudios in vitro, muestran que el
pretratamiento de células endoteliales con Metformina a concentraciones clinicas durante 24
horas revierte disfuncion endotelial mediada por OxLDL (Hung C. H. y cols., 2016) y que el

pretratamiento con Metformina 5mM durante 12 horas disminuye la expresion de NF- k3, un
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importante mediador de la angiogénesis, en células endoteliales (Han J. y cols., 2018). Dado
estos antecedentes, se estudio el pretratamiento de células endoteliales con Metformina 20 uM
durante 2 horas, sin embargo, no previno el incremento en la angiogénesis promovida por las plaquetas.
Es posible que la diferencia en los resultados obtenidos respecto a los previamente reportados se deba a

que Metformina al ser retirada del medio pierda su efecto, sugiriendo que el farmaco se requiera
presente todo el tiempo con la coincubacion de las células endoteliales y las plaquetas para

ejercer su efecto antiangiogénico

8.2 Efecto de Metformina sobre el potencial angiogénico de células de cancer de ovario

incrementado por plaguetas

Es sabido que la interaccion entre células de cancer y plaguetas puede conferir numerosas
ventajas en el desarrollo y diseminacidn del cancer. Por ejemplo, las células de cancer inducen
la activacion plaquetaria lo que favorece la liberacion de factores proangiogeénicos,
proliferativos y antiapoptdticos. Respecto a esta interaccidon, un estudio demostré que la
interaccion es bidireccional, ya que la presencia de plaquetas induce la sefializacion
proangiogénica en células de céncer de ovario (Egan K. y cols 2011). Sin embargo, la
interaccion entre células de cancer de ovario y plaquetas aun sigue siendo estudiada. El uso de
medio condicionado es comunmente utilizado para determinar como las células de cancer
pueden responder a diferentes estimulos presentes en su microambiente. EI medio condicionado

de células de cancer de ovario coincubadas con plaquetas en nuestro estudio, mostré un
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incremento en la angiogénesis (denominado potencial angiogénico), sugiriendo la presencia de
factores proangiogénicos que incrementan la formacion de estructuras tipo capilar por parte de
las ceélulas endoteliales, cuando estas fueron incubadas con este medio. Los factores
proangiogénicos presentes en el medio condicionado proceden de las células de cancer de ovario
y no de las plaquetas. Esto fue confirmado luego de incubar células endoteliales con medio
condicionado proveniente de la incubacion de plaquetas en ausencia de células de cancer de
ovario durante 24 horas y no se observo un incremento en la angiogénesis. Es posible que las
plaguetas al coincubarse con células de céncer promuevan la liberacion de factores
proangiogénicos desde las células de cancer de ovario. Estos resultados se condicen con un
reporte que demostro, a través de un analisis de un array de expresion, que células de cancer de
ovario incrementan la expresién de factores proangiogénicos (ej: PDGFb) cuando son
coincubadas con plaquetas (Egan K. y cols 2011). Por otra parte, otro estudio indica que la vida
media de factores liberados desde plaquetas no supera las 24 horas y en algunos casos como
TGF-B no supera los 90 min, apoyando la idea de que el incremento de la angiogénesis debido
a factores, presentes en medio condicionado de la coincubacion de plaquetas y células de cancer
de ovario, provengan de estas Ultimas y no de las plaquetas (Rattan R. y cols., 2011). La
presencia de Metformina previno el incremento de este potencial angiogénico en células de 2
lineas de cancer de ovario (SKOV3y UCI101) y también en 3 de 4 muestras de cultivo primario
de ascitis de pacientes con cancer de ovario avanzado, sugiriendo que el efecto de Metformina
no esta limitado al uso de una determinada linea celular y que puede ser un potencial tratamiento

antiangiogénico en estas pacientes. También se observo que Metformina no pudo prevenir el
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aumento en el potencial angiogénico de una de las muestras de ascitis de células de cancer de
ovario generado por plaquetas. Este efecto es esperable, debido a que se ha observado que
pacientes que presentan el mismo tipo de céncer no responden de igual manera a un mismo
tratamiento, apoyando la idea de que cada cancer es Unico. Por otra parte, estos resultados
confirman que la interaccion entre célula de cancer y plaqueta promueve el desarrollo de un
ambiente mas proangiogénico, ya sea por un incremento de factores proangiogénico o por una
disminucion de factores antiangiogénicos, interaccion que en la comunidad cientifica ya se
conocia, pero que en este estudio se pudo prevenir con el uso de concentraciones terapéuticas

de Metformina.

8.3 La accidn antiangiogénica de Metformina no involucra la activacion de AMPK

El mecanismo de sefializacién que se conoce de Metformina involucra la inhibicién del
complejo | mitocondrial que causa indirectamente la activacion de la proteina quinasa AMPK,
especificamente en la subunidad catalitica al (residuo Thr172) (Evans J. M. y cols., 2005;
Kumar S. y cols. 2013). Ha sido reportado que la mayoria de los efectos de Metformina son
mediados a través de la activacion de la proteina quinasa AMPK. Por ejemplo, un estudio
utilizando células endoteliales con siRNAal y tratadas con Metformina, no previno el
incremento en la angiogénesis, sugiriendo que la activacion de la quinasa AMPK es clave para

que el farmaco ejerza su efecto antiangiogénico (Dallaglio K y cols. 2014). Compuesto C es un



96

agente comunmente utilizado para inhibir la activacion de AMPK y caracterizar el rol de esta
proteina en varios procesos fisiologicos (Peyton K. J. y cols., 2011). Compuesto C en el presente
estudio fue capaz de revertir el efecto inhibitorio de Metformina sobre la angiogénesis
promovida por plaquetas. Curiosamente en ausencia de Metformina, Compuesto C no afecto el
rol proangiogénico de las plaquetas, esto sugiere que AMPK no es requerido por éstas para
incrementar la angiogénesis. Sin embargo el uso de Compuesto C es controversial, debido a que
se ha observado en un reporte que su uso puede inhibir angiogénesis al igual que Metformina
en células endoteliales tratadas fluvastatina (promovedor de la angiogénesis) (Gundiiz D. y cols.,
2015). Dado estos antecedentes, se plantean dos posibilidades, la primera es que Compuesto C
ejerza otros efectos, independientes de la inhibicion de la activacion de la proteina AMPK v,
que curiosamente, no alteran la capacidad proangiogénica de las plaquetas. Recientemente, se
ha reportado que Compuesto C, a través de la via Akt/mTOR, puede inducir la autofagia en
células de cancer, independiente del blogueo de la sefializacion de AMPK. Los autores utilizaron
un siRNA contra las subunidades al y a2 para disminuir la expresion de AMPK e imitar el
efecto de Compuesto C, sin embargo, no observaron inhibicion de la via Akt (Kim Y.y cols.,
2011). Otro estudio realizado en células de musculo liso tratadas con Compuesto C mostré que
el agente fue capaz de reducir la proliferacion y migracion de estas células, independiente de la
inhibicion de AMPK, ya que el silenciamiento de AMPK, no imita la accion inhibitoria de
Compuesto C sobre el crecimiento y la migracion de estas células. (Peyton K. J. y cols., 2011).
Estos antecedentes, sugieren el uso de otro agente mas selectivo en la inhibicion de AMPK, sin

embargo, la evidencia proporcionada por este estudio, indica que la accion antiangiogénica de
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Metformina no involucra la activacion de AMPK, por lo que se rechaza la hipGtesis propuesta

€n un comienzo.

Existe una segunda posibilidad que explicaria como Metformina ejerce su efecto
antiangiogénico independiente de la via AMPK. Evidencia indica que para observar niveles de
fosforilacion de AMPK (Thr172) en células HCT116 (células de cancer colon rectal) similares
a las observadas en tumores in vivo, se requieren concentraciones del rango de 10-20mM, siendo
300 veces mas altas que los niveles de Metformina encontrados en el plasma de los ratones
tratados con la droga. Estos resultados sugieren que Metformina podria estar ejerciendo efectos
antitumorales (ej. Antiangiogénicos) sin necesariamente aumentar la actividad de AMPK
(Dowling R. J. y cols., 2016). Evidencia proporcionada por Foretz y cols. demuestra que
concentraciones agudas de Metformina inhibe la produccién de glucosa hepatica en ausencia de
AMPK. Recientemente se han publicado otros estudios que sugieren que Metformina puede
ejercer efectos independientes de la activacion de la proteina AMPK. Un estudio realizado en
células endoteliales reportd que el tratamiento con Metformina 20 UM durante 1 hora, previene
la fosforilacion de Akt y PKC. Es sabido que Akt es un mediador de la activacion de mTOR
(promovedor de la angiogénesis), esto apoya la posibilidad que el mecanismo utilizado por
Metformina para inhibir la angiogénesis involucre la inhibicion de mTOR independiente de la
activacion de AMPK (Kannarkatt J. y cols. 2016). Otro estudio utilizando fibroblasto de
embrion de raton determino que el tratamiento con Metformina puede inhibir la accién de
mTOR por una via independiente de la activacion de AMPK, pero dependiente de Rag GTPasa

(Kalender A. y cols 2010). Resultados similares encontro otro estudio, en el cual el tratamiento
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con Metformina a células de fibroblasto incremento los niveles de REDD1 (DDIT4 en humanos;
proteina inducible por dafio del ADN), un conocido regulador negativo de mTOR, reduciendo
la proliferacion de estas células (Ben Sahra I. y cols 2011). Estos antecedentes plantean la
posibilidad que la activacion de la viamTOR en células endoteliales promovida por una posible
sefializacion de VEGF liberado desde plaquetas activadas, produjeran un incremento de la
angiogenesis. Sin embargo, en presencia de Metformina esto se previniera por la accion de
PTEN una fosfatasa que mantiene inhibido a mTOR reduciéndose la angiogénesis en el presente
estudio. Recientemente, se han publicado reportes que indican que Metformina reduce la
respuesta inflamatoria a través de una inhibicion de NF-«xf (Isoda K. y cols 2006; Tan B. y cols.
2009), ofreciendo otra posible accion que reduce la angiogénesis en el presente estudio. Uno de
los reportes determind que las pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico luego de ser
tratadas con Metformina durante 6 meses disminuyen la angiogénesis mediada por la
sefializacion NF-«xp/Erk1/2/Erk5 comparado con las pacientes previo al tratamiento. Esta accion
involucra un incremento en los niveles circulantes de Trombospondina 1 (factor
antiangiogénico, liberado principalmente desde plaquetas), debido a que el uso de un anticuerpo
contra Trombospondina 1 revierte el efecto de Metformina (Tan B. y cols. 2009). Otro estudio
utilizando células de musculo liso vascular determino que el tratamiento con Metformina 1 mM
durante una hora, inhibe la sefializacion de NF-«xf y reduce la fosforilacion de Akt (Isoda K. y
cols 2006). Es ampliamente conocido que la inhibicion de la via NF-«xf/ Akt en las células
endoteliales disminuye la angiogénesis promovida por proceso inflamatorio, sin embargo, se

desconoce si esta accion requiere la activacion AMPK por lo que no se descarta que la accién
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antiangiogénica de Metformina observada en el presente estudio pueda involucrar la inhibicion
de una de estas vias (Tan B. y cols 2009; Hirsch H. A. y cols 2012; Zhao Z. y cols 2014). Esto
debido a que se conoce que plaquetas puede promover tanto la proliferacién celular a través de
la liberacion de factores de crecimiento (ej: PDGF) presentes en sus granulos de secrecion, como
también puede promover el proceso inflamatorio a través de la liberacion de citoquinas (ej: IL-
6), activando estas vias. Futuros experimentos se requieren para establecer el completo

mecanismo de accion del farmaco en nuestro modelo de estudio.
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9. LIMITACIONES EN LOS ESTUDIOS PRECLINICOS UTILIZANDO METFORMINA

El efecto anticancer de Metformina que se ha observado recientemente ha mostrado estar
determinado por la concentracion y el tiempo de tratamiento. Los efectos anticancer que posee
Metformina se han asociado con una accion dependiente (indirecta) e independiente (directa)
de la regulacién de la insulina. Esta dualidad de accion de Metformina ha incrementado la
complejidad de su evaluacion clinica, incluyendo la interpretacion de las observaciones
preclinicas. Los mecanismos de accion que han propuesto estos estudios incluyen una amplia
variedad de blancos terapéuticos que incluso varian dependiendo del tipo de cancer, dificultando
la determinacion de su mecanismo de accion. Por otra parte, muchos de los estudios preclinicos
utilizan concentraciones muy elevadas de Metformina en relacion a la concentracién que
alcanza en los pacientes. Se ha observado un rango de concentraciones de Metformina que va
desde 1 a 40 mM (165-6600mg/l), la cual esta por sobre los niveles plasmaticos observados en
humanos (0,465-2,5mg/l) (Dowling R., y cols 2012), generando debate si los resultados
obtenidos con ellas puedan ser observadas en la clinica. Otra dificultad para establever un
mecanismo de accion de Metformina es que en los estudios in vitro se utilizan diferentes
protocolos para la mantencion de los cultivos los cuales, someten a las células a constantes
concentraciones suprafisiolégicas de numerosos factores de crecimiento, hormonas y glucosa,
lo que puede alterar la recaptacion de Metformina por la célula y su potencial respuesta a la
droga. Ademas, existen reportes que indican que Metformina puede acumularse dentro de las
mitocondrias de hepatocitos, lo que dificulta establecer la concentracion minima a la cual el

farmaco puede generar el efecto deseado, por lo que su uso y sus efectos siguen en estudio (Qu
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C.ycols., 2014; Dowling R. J. y cols., 2016). Dado estos antecedentes, es posible que en nuestro
estudio el tratamiento de células endoteliales HUVEC con 20uM de Metformina, resulte en una
concentracion intracelular mayor, (que no fue determinada en este estudio), la cual fue suficiente
para prevenir la angiogénesis y el potencial angiogénico de celulas de céncer de ovario
promovida por plaquetas, pero insuficiente para observar un incremento en la fosforilacion de
AMPK en estas células. Aunque existe vasta evidencia que Metformina tiene un efecto
anticancer, el mecanismo molecular involucrado adn se sigue estudiando. Futuros
investigaciones requieren incluir estos factores en sus modelos de estudio, utilizando rangos de
concentraciones de Metformina que sean clinicamente relevantes para establecer el mecanismo
anticancer de este farmaco. El presente estudio propone la accion antiangiogénica de
Metformina como una de las posibles acciones anticancer del farmaco. Esto puede ayudar a
entender los efectos clinicos beneficiosos mostrados por el farmaco en pacientes con cancer de
ovario y apoya su inclusién en ensayos clinicos para su uso en la terapia convencional de esta

patologia
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10. CAMBIOS METODOLOGICOS DEL ESTUDIO

Luego de finalizar el presente estudio, se analizé la metodologia utilizada y se observo que es
posible sugerir algunos cambios para asegurar la obtencion de resultados claros y robustos con
el modelo utilizado. Primero, dado que el presente estudio se enfoca en el proceso de
angiogenesis que ocurre en el cancer de ovario, por ende ocurre s6lo en mujeres y que, se sabe
que las células endoteliales (HUVEC) presentan diferencias significativas en varias respuestas
dependiendo del género de procedencia, se debiese ocupar células endoteliales provenientes de
cordon umbilical femenino (Addis R. y cols 2014). Esto principalmente porque, la regulacién
hormonal puede modificar la funcion de las células endoteliales y esta cambia dependiendo de
la procedencia de estas células (femenino-masculino). Existen estudios que apoyan esto, por
ejemplo un estudio demostré que el estrogeno en condiciones patoldgicas como cancer de
mama, incrementa la angiogénesis a través del receptor de estrégeno presente en las células
endoteliales (Losordo D. y Isner M. 2000). Esto sugiere que células endoteliales provenientes
de cordon umbilical femenino pueden ser mas sensibles a sefiales angiogénicas comparado con
las células provenientes de masculino. Es posible que en nuestro modelo de estudio la
sefializacion angiogénica de las plaquetas incrementen significativamente la angiogénesis de
células endoteliales provenientes de cordon umbilical femenino comparado con las provenientes
de cordon umbilical masculino. El uso de ambas células provenientes de cordon umbilical
femenino y masculino en el presente estudio, puede explicar la elevada desviacion de los

resultados obtenidos dificultando su analisis y enmascarando el real efecto.
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El segundo cambio sugerido es la utilizacion de plaquetas provenientes sélo de pacientes con
cancer de ovario avanzado. En el presente estudio, por motivos de disponibilidad de muestra, se
utilizaron plaquetas provenientes de voluntarios sanos, y estos fueron tanto hombres como
mujeres. Es sabido que existe un ambiente hipercoagulable en pacientes con cancer de ovario,
esto principalmente porque las células de cancer promueven la activacion plaquetaria y porque,
a su vez, las plaquetas estdn més sensibles a activarse comparado con plaquetas provenientes de
voluntarios sanos (Amirkhosravi A. y cols 2006). Es posible que las plaquetas provenientes de
pacientes con cancer de ovario, al ser hiperreactivas, liberen factores que incrementan la
angiogénesis comparado con plaquetas provenientes de voluntarios sanos. En el presente
estudio no se evaluo si Metformina era capaz de inhibir la angiogénesis promovida por estas
plaquetas, futuros experimentos son necesarios para determinar si Metformina puede inhibir la

angiogeénesis promovida por estas plaquetas.

Uno de los resultados controversiales de este estudio fue obtenido con el uso de Compuesto C
en nuestros experimentos. Esto porque se ha observado que este agente puede generar efectos
independientes al bloqueo de la activacion AMPK vy reducir la actividad de otras quinasas
utilizando la mimas concentracion requerida para inhibir AMPK. Para evitar esta ambigtedad
en los resultados obtenidos, recientemente se ha identificado que SBI- 0206965, un derivado de
pirimidina que acta como un directo inhibidor de AMPK. Este agente presenta 40 veces mayor
potencia y una mejor selectividad comparado con Compuesto C (Dite T., y cols. 2018). El uso
de este agente podria determinar si AMPK esta realmente involucrada en la accion

antiangiogénica de Metformina en el presente estudio. Respecto a la participacién de AMPK en
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el efecto de Metformina en el presente estudio, no se evaluo si las plaquetas pueden modificar
los niveles de fosforilacion de la quinasa, seria interesante evaluar si plaquetas puede promover
este efecto y si la presencia del farmaco puede prevenirla en células endoteliales, ya que se

podrian proponer nuevos blancos moleculares para evitar esta accion.

En el presente estudio se evaluo el efecto de Metformina sobre la activacion de las plaquetas,
una vez son retiradas del buffer que contiene su principal inhibidor PGi, sin embargo, seria
interesante evaluar si Metformina previene la activacion plaquetaria generada por Trombina u
otro agonista, de esta manera podria sugerirse como tratamiento para la trombosis en pacientes

con cancer.

La aplicacion de estos cambios, en el presente estudio permitird clarificar el mecanismo de
accion de Metformina y los mediadores que estan involucrados en la inhibicion de la

angiogeénesis promovida por las plaquetas.
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11. CONCLUSION

En el presente estudio se obtuvo que Metformina ejerce un efecto antiangiogénico sobre células
endoteliales (directo) y células de cancer de ovario (indirecto) coincubadas con plaquetas.
Metformina requiere estar presente todo el tiempo durante la incubacion de células endoteliales
y plaquetas para ejercer su efecto antiangiogénico, ya que un pretratamiento con Metformina a
las células endoteliales o las plaquetas no afecta la angiogénesis promovida por plaquetas. La
adicion de Compuesto C (un conocido inhibidor de AMPK, aunque con otras acciones
reportadas) no afecta la accion proangiogénica de las plaquetas sobre células endoteliales,
indicando que la accién de AMPK no es requerida para la activacion plaquetaria o promocion
de la angiogénesis. A pesar que la presencia de Compuesto C revirtio la accion de Metformina,
no observamos activacion de AMPK en células endoteliales y por ende, futuros experimentos
permitiran identificar estas vias de transduccion internas usadas por Metformina para eliminar
la respuesta a plaquetas. La obtencion del mecanismo de accion Metformina en cancer requiere
establecer una serie de parametros entre ellos la concentracion del farmaco. El uso de una
concentracion adecuada y dentro del rango permitido en pacientes podra mostrar que efectos

observables en estudios in vitro son posible de observar en la clinica.
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12. PROYECCIONES CLINICAS

Los resultados presentados en esta tesis muestran la preventiva accién de Metformina sobre la
accion plaquetaria que favorece la progresion del cancer. Esto permite comprender los efectos
clinicos beneficiosos mostrados por la droga en pacientes con cancer de ovario. Esta accién anti-
plaquetaria puede no estar solo limitada a cancer, ya que su uso ha demostrado reducir la masa
promedio y volumen plaquetario en pacientes con riesgo de enfermedades aterosclerética
(Dolasik 1., 2013). Dado lo anterior, junto con los efectos positivos sobre adhesion vascular,
niveles de colesterol y marcadores inflamatorios, Metformina puede tener una participacion en
lareduccion del desarrollo de aterosclerosis. Este estudio, por otra parte, apoya la idea de separar
en dos disciplinas la investigacion sobre Metformina en cancer. La primera, es el uso de
concentraciones <50uM que podrian ayudar a determinar como Metformina disminuye la
incidencia de cancer y mejora los resultados en pacientes que toman el farmaco. La segunda,
corresponde al uso de altas (milimolares) concentraciones que permitira evaluar si Metformina
por si sola 0 en conjunto con regimenes terapéuticos contra el cancer, pudiese ser beneficiosa
para la salud del paciente. El presente trabajo, demuestra que Metformina posee acciones que,
mas alla de respaldar los ensayos clinicos en curso, evalGan la inclusion de Metformina a la

terapia convencional contra el cancer.
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13. APENDICE
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Apéndice A: Plaguetas incubadas a 37° C por 24 horas son capaces de incrementar la formacién
de estructuras tubulares en matrigel. A) Directo: células endoteliales (HUVEC) fueron
sembradas sobre matrigel e incubada en presencia de medio de cultivo (control), Metformina
(20uM) plaquetas (150.000/puL) o Metformina + plaquetas. B) Indirecto: Células HUEVC
fueron sembradas sobre matrigel e incubadas en presencia de Medio Condicionado (MC) de
plaquetas con medio cultivo (control), Metformina (20uM), plaquetas, o Metformina

+ plaquetas.
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DOCUMENTO DE
CONSENTIMIENTO INFORMADO

“CONSENTIMIENTO GENERICO PARA ENTREGA DE MUESTRAS DE CANCER DE OVARIO Y
SANGRE PARA INVESTIGACION MEDICA”

Investigadores

Responsables: Dr. Gareth Owen, gowen@bio.puc.cl, fono: 223542874
Dr. Mauricio Cuello, macuello@med.puc.cl, fono: 223543034
Dra. Maria Loreto Bravo, mlbravo@uc.cl, fono: 223542874
Dra. Lorena AbarzUa, labarzuaa@uc.cl, fono: 223543409
Dra. Rafaela Erices, rafaela.erices@gmail.com, fono:223541935
Dra. Moénica Marquez, mamarque@uc.cl, fono 223541935

Depto./UDA: Departamento de Fisiologia, Unidad de Reproduccién y Desarrollo de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de
Chile,
Centro de Investigaciones Médicas, Facultad de Medicina, Pontificia
Universidad Catélica de Chile.

El proposito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar en una investigacion médica
donando parte de tejidos bioldgicos sobrante de sus intervenciones médicas.

Tome el tiempo que requiera para decidirse, lea cuidadosamente este documento y hagale las preguntas que
desee al médico o al personal de lo estudios.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Nosotros estamos interesados en conocer mejor el comportamiento de cancer de ovario con el fin de encontrar
nuevos tratamientos que sean eficaces. También buscamos nuevas formas de identificar la respuesta que los
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pacientes presentan a los diferentes tratamientos contra este cancer e identificar un patrén de marcadores
bioldgicos que prediga la respuesta a determinados tratamientos anticancer de ovario.

Para realizar este estudio es necesario que participen tanto pacientes quienes hayan sido recientemente
diagnosticadas con cancer de ovario, asi como también mujeres sin cancer y que se encuentren afectadas de
otras patologias ginecoldgicas de caracter benigno (por ejemplo, un mioma, un prolapso uterino, endometriosis
0 un tumor benigno del ovario). Ello con la intencién de poder comparar ambos grupos (pacientes con y sin
cancer), una serie de factores que se relacionarian con la evolucion del cancer de ovario.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

Si usted padece de cancer de ovario y el equipo médico a su cargo ha decidido realizar cirugia que involucra la
extirpacion parcial o completa de las masas tumorales y/o la extraccion de liquido ascitico. Le solicitamos que,
de las masas o liquido extirpado, que seran enviados al Laboratorio de Anatomia-Patol6gica, nos permita tomar
una pequefia muestra para el desarrollo de poblaciones de células las cuales se pueden mantener vivas en medios
de cultivo especiales. Ademas, le solicitamos que nos permita tomar una muestra de sangre (10 mL,
equivalentes a una cucharada de sopa) el dia antes 0 en momentos previos a su cirugia.

Si usted no padece cancer de ovario, pero si de otra patologia (por ejemplo, mioma, un prolapso uterino,
endometriosis 0 un tumor benigno del ovario), por lo cual el equipo médico a su cargo ha decidido realizar la
cirugia que involucra extirpacién parcial o completa de las masas tumorales y/o la extraccion de liquido
ascitico. De las masas o liquido extirpado, que seran enviados al Laboratorio de Anatomia-Patoldgica,
solicitamos que usted nos permita tomar una pequefia muestra para el desarrollo de poblaciones de células las
cuales se pueden mantener vivas en medios de cultivo especiales. Ademas, le solicitamos que nos permita tomar
una muestra de sangre (10 mL, equivalentes a una cucharada de sopa) el dia antes 0 en momentos previos a su
cirugia.

En las muestras de sangre, se realizardn diferentes estudios genéticos relacionados a la forma en que el
organismo elimina los medicamentos anti-cancer de ovario.

No se haran otros estudios genéticos. En caso de que quisiéramos usarlas en el futuro para otros estudios no
relacionados con el cancer de ovario se le pedira que firme un nuevo consentimiento.

Las muestras seran almacenadas en un banco de muestras por tiempo indefinido, en la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile, a cargo de los investigadores responsables Dr. Gareth
Owen, Dr. Mauricio Cuello, Dra. Maria Loreto Bravo y Dra. Lorena AbarzUa. Las muestras seran almacenadas
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codificadas, es decir el acceso a su nombre e informacion médica esta limitado solo a los investigadores arriba
identificados.

Hacemos énfasis en que ninguno de los estudios que haremos dafiard su salud, ni afectara el proceso de
diagnostico o tratamiento de su patologia. Si de la investigacidon se obtuviesen datos que fuesen relevantes para
usted y su enfermedad, se le comunicaran los resultados obtenidos, asi como a su médico tratante. Dado que
estamos en etapas muy tempranas de las investigaciones, es muy improbable que los resultados de estas
modifiquen el diagnostico y/o el tratamiento que esta recibiendo para su enfermedad.

BENEFICIOS

Usted no se beneficiara por participar en esta investigacion médica. Sin embargo, la informaciéon que se
obtendré seréa de utilidad para conocer mas acerca de su enfermedad y eventualmente podria beneficiar a otras
personas con su misma condicion.

Los posibles beneficios de este estudio son la contribucion al avance cientifico y a la comunidad médica para
mejorar la calidad de tratamiento de pacientes con cancer de ovario en Chile.

RIESGOS

Las investigaciones que deseamos hacer en el material bioldgico (masas tumorales) no tienen riesgo para usted.
La obtencion de sangre le puede causar dolor, un pequefio hematoma y muy rara vez infeccion en el sitio de la
puncion.

COSTOS

Su participacioén en este estudio no implica ningun costo para usted. Asimismo, su decision de acceder 0 no a
participar, en nada afectard el cuidado que tendra por parte de su equipo médico y en los costos de su
tratamiento, los cuales son financiados por usted.

COMPENSACIONES

Su participacion en este estudio no contempla ninguna compensacion por participacion, dafios o lesiones
relacionadas con su propia enfermedad.

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION

La informacion obtenida se mantendrd en forma confidencial. Es posible que los resultados obtenidos sean
presentados en revistas y conferencias médicas, sin embargo, su nombre no sera conocido. Los datos obtenidos
serén custodiados, garantizando discrecion y confidencialidad. Las muestras obtenidas seran codificadas a
modo de mantener su anonimato. Asimismo, solo su equipo médico tratante o relacionado con la investigacion
podré tener acceso a los datos relacionados con su enfermedad especificados en su ficha médica.
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VOLUNTARIEDAD

Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria. Usted tiene el derecho a no aceptar
participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta investigacion en el momento que lo estime
conveniente. Al hacerlo, usted no pierde ningin derecho que le asiste como paciente de esta institucién y no
se vera afectada la calidad de la atencion médica que merece.

Si usted retira su consentimiento, sus muestras seran eliminadas y la informacion obtenida no sera utilizada.
PREGUNTAS

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar a los investigadores responsables Dr.
Gareth Owen, gowen@bio.puc.cl, fono: 223542874, Dr. Mauricio Cuello, macuello@med.puc.cl, fono:
23543034,

Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacién médica, usted puede contactar

ala Dra. Beatriz Shand K., presidenta del Comité de Etico Cientifico de la facultad Investigacion de La Escuela
de Medicina, Pontificia Universidad Cat6lica de Chile, al mail: cecmeduc@med.puc.cl o al fono: 223548173.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

« Se me ha explicado el propdésito de esta investigacion médica, los procedimientos, los riesgos, los
beneficios y los derechos que me asisten y que me puedo retirar de ella en el momento que lo desee.

» Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzada a hacerlo.
*  No estoy renunciando a ningin derecho que me asista.

« Se me comunicara de toda nueva informacidn relacionada con el estudio que surja durante el estudio y que
pueda tener importancia directa para mi condicién de salud.

« Se me ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participacion segun mi parecer.

* Yo autorizo al investigador principal y a sus colaboradores el acceso y uso de los datos contenidos en mi
ficha clinica.

* Se me entrega copia firmada de este documento.
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FIRMAS:

. Participante

. Investigador:

. Director de la institucion o su Delegado:

Consentimiento genérico para entrega de muestras de cancer de ovario y sangre para investigacién médica
version 2 agosto, 2016

Apéndice B: Consentimiento informado para la obtencion de muestras de tejido y ascitis desde
pacientes con cancer de ovario avanzado.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Estudio: Metformina reduce la promocion del eancer de ovario otorgada por las
plaguetas

Patrocinador del Estudio / Fuente Financiamiento: Dr. Gareth Owen Profesor Asociado del
Departamento de Fisiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catolica de
Chile

[nvestipador Responsable: PhLD (¢) Manica M arquez (3.

Teléfono de contacto; (+56 (2) 23541935

Depro/UDA: Fisiologia

El proposito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar en una investigacion
médica llamada: “Metformina reduce la promocion del cancer de ovario otorgada por las

plaguetas”,

Tome el tiempo que necesite para decidirse, lea cuidadosamente este documento ¥ higale las

preguntas que desee al médico o al personal del estudio.

ORJETIVOS DE LA INVESTIGACION

El estudio ol cual lova estamos invitando o participar prefemde determinge cudgl ex el rol de
Metforming en la contribucion de las plaguetas en la promocion del cancer de ovario Deseamos
evalwar los efectos que tlenen las plagueias provenientes de donantes sanos/sanas directamente
sobre las células de cdneer de ovario, evaluands s cdpacidad para formar nuevos vasos
sanguineos y eapaciduad de promaver ef crecimiento del tumor, ¥ ademds poder ver 3i extos efecios

st nthiibidos por el medicamento Noamado Me o ming

Usted ha sido invivado/a participar como voluntario sano/sana,
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CosTos

Todos los estuclios realizados en esta investigaciin NO tienen costo para usted

COBERTURA DE DANDS

En caso de que nsted sufviera almin perjuicio como resultadn de s participacion en esta
investigaciin, se le proporcionardn primeros auxilios v fratantiento médice Erafuite por ef perfuicio
fo que serd costeade por ef Beca gastos operacionales para tesis asignada por Confcyt a fa Dr, ©

Maonica Mdrguez .

COMPENSACIONES
Este esrudio no contempla ningin tipo de compensacion por la participacian en él.
CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION

La informacion obtenida se mantendrd en Sorma confidenciol

Ly posible que los resultados obtenidos sean presentados en revisiay ¥ conferencias médicas, sin
embargo, su nombre no serd conocide. Los dwios obtenidos serdn custodiados Eerantizando
diserecian y confidencialidad

La muestra de sangre obtenida sevd codificada a modo de martener su anonimato.

VOLUNTARIEDAD

Su participacidn en esta investigacion es completamente voluntaria, Usied tiene ef derecho a no
aceptar parficipar de esta investigacion o a relirar su consentimiento v abandonar ¢f estudio en el
marerito que lo estime conveniente. ST nsted retiva sy consentimiento las mivestras de

sangresplaguetas se eliminardn y la informeacion obtenida no servd wilizada,



PREGUNTAS

St usted tiene pregunias acerca de esia investizacion méidica, praede comtactar @ Mdrica Mdarguez
imvestigador responsable alimna de dociorado del Programa de Doctorade de Ciencias Rioldgicas,
fnvestigador Responsable del estudio, al reléfono es el +3672) 23541935 S5i usted Drisent
complicaciones médicas puede comtacrarse con la Dra. Rafaela Erices, al feléforg +56{2) 23541935,
En caso de cvalquier duda respecto de sus derechos como participante en wne imvestigacion médica,

nsred JHiEL e confactarse con:

Dra. Bearriz Shong

Presidenia

Comicé Etico Cleniifico de la Facultad de Médicine
Pontificie Universidad Cardlica e Chile
Muarcoleta 381-pivo 4- oficing 42

Teléfonme +36 (2] 23348173

e-mail _ éticainvestigacion@med. puc.cl

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

1. Se me ha explicado ¢l proposito de esta investigacion médica, los procedimientos, los

riesgos, los beneficios v los derechos que me asisten y que me puedo retirar de ella en el

memento que lo desee,

Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado/ forzada a hacerla,

No estoy renunciando a ningin derecho que me asista.

Se me comunicard toda la nueva informacion relacionada con el estudio que surja durante

el estudio ¥ que pueda tener importancia directa para mi condicion de salud.

4. Se me ha informado que tengo el derecha a recvaluar mi participacion segin mi parecer,
en cualguicr momento ¥ sin tener que dar explicaciones.

6. Al momento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento,

B e 1
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FIRMAS OBLIGATORIAS:

B Participante: nombre. firma y fecha
- Investigador: nombre. firma y fecha
o Director de la Institucién o su Delegado: nombre, firma y fecha
e e | |
£ “oEntifico. R
|.f EC MED LC ’?"
2

Y n |
e ./(,«1'(.,6!}4;,!(‘/

Timbre, firma v fecha de aprobacion
CEC-MedUC

Modelo de Consentimiento Informado CEC-MedUC.

' |
] |
| |
I ]
' 1
| - A '
| v APROBADOY/ &Y f '
| '
| '
| '
| '
version 2, Septiembre 2016 ! :

Apéndice C: Consentimiento informado para la obtencion de plaquetas desde extraccion de
sangre de voluntarios sanos.
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