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1. RESUMEN

Las plaquetas son componentes altamente reactivos del sistema circulatorio, que ejercen
no solo la actividad hemostatica sino que también contribuyen a la modulacién de diversas
condiciones patoldgicas. Por lo tanto, la activacion defectuosa de las plaquetas provoca un

sangrado incontrolado vy, a la inversa, la activacion de estas causa trastornos trombéticos.

Las mitocondrias en las plaquetas regulan su funcién pro-trombotica no solo a través de
la generacion de energia, sino también de la sefializacion redox y el inicio de la apoptosis.
Sin embargo, el exceso de generacion de ROS en la disfuncién mitocondrial plaquetaria actla
como mediador de la activacién plaquetaria y como un mecanismo clave responsable de una
respuesta deficiente a los farmacos antiplaquetarios. Por lo tanto, la inhibicion de la
disfuncion mitocondrial plaquetaria podria utilizarse potencialmente como una nueva

estrategia para el desarrollo de farmacos con actividad antiplaquetaria.

Se ha demostrado que los derivados de hidroquinona protegen las mitocondrias del dafio
oxidativo, pero solo una pequefia proporcion del compuesto administrado externamente es

absorbida por las mitocondrias.



En esta tesis se quiere demostrar que los derivados de hidroquinonas conjugadas con
fosfonio; D4 C6 y C11 dirigidas a las mitocondrias tienen actividad antiplaquetaria a través

de la inhibicion de la agregacion plaquetaria.



2. INTRODUCCION

Las plagquetas son células sanguineas anucleadas que se originan del citoplasma de los
megacariocitos en la médula 6sea, siendo su concentracion sanguinea entre 150 y 400 mil
por puL. Si bien en extendidos de sangre periférica se observan como fragmentos
citoplasmaticos de 2 a 3 um de diametro, son células complejas, activas desde el punto de

vista metabdlico que interactian con su ambiente y desencadenan la hemostasia.

En los ultimos afios se ha postulado que las plaquetas podrian utilizarse como
biomarcadores de un gran numero de patologias sistémicas no relacionadas con la
hemostasia, tales como enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares,

cancer y diabetes, entre otras enfermedades que cursan con disfuncién mitocondrial.

Para permitir niveles 6ptimos de funcionalidad, las plaguetas dedican méas del 50% de su
funcion mitocondrial a la sintesis de ATP. Las mitocondrias son organulos intracelulares que
alojan en su membrana interna o cresta cinco complejos de fosforilacion oxidativa, estas son
responsables de mantener la homeostasis celular y producir energia celular (ATP) a través de

la fosforilacion oxidativa.

La activacion defectuosa de las plaquetas provoca un sangrado incontrolado vy, a la

inversa, la activacion de las plaquetas causa trastornos tromboticos.



La evidencia acumulada demuestra que las mitocondrias en las plaquetas regulan su
funcién pro-trombotica no solo a través de la generacion de energia, sino también de la

sefializacion redox y el inicio de la apoptosis.

En este contexto, la inhibicidn de los complejos | 0 V en la mitocondria plaguetaria inicia
la apoptosis en estas células al aumentar la cantidad de produccion de las especies reactivas
de oxigeno mitocondrial (ROS) y aumenta el riesgo de sangrado no quirdrgico. El dafio de
las mitocondrias plaquetarias también puede exacerbar la peroxidacion de los lipidos.

La terapia antiplaquetaria representa el pilar del tratamiento para la prevencién de la
activacion plaquetaria, aunque muchos pacientes tratados con estos farmacos contindan
sufriendo eventos recurrentes de activacion plaquetaria. Sin embargo se ha estudiado que la
inhibicidn de la disfuncion mitocondrial plaquetaria podria utilizarse potencialmente como
una nueva estrategia para el desarrollo de farmacos con actividad antiplaquetaria. Dentro de
esto encontramos las quinonas que son una gran clase de compuestos que se derivan de
compuestos aromaticos, la sintesis de compuestos con nuevos mecanismos de accién
antiplaquetaria es un objetivo de gran interés en el desarrollo de farmacos, sobre esta base,
se ha descrito que algunos derivados de hidroquinona presentan un gran efecto

antiplaquetario.



3. MARCO TEORICO

3.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades no transmisibles (ENT) son la principal causa de mortalidad en todo el
mundo (1,2), dentro de esta categoria se encuentran las enfermedades cardiovasculares
(ECV) (3) en donde casi el 30% de todas las muertes en todo el mundo se le atribuyen como
causa, ademéas se acompafia de un impacto econdmico perjudicial significativo en las

economias nacionales y dentro del hogar (4).

Las ECV son las enfermedades del corazon, enfermedades vasculares del cerebro y las
enfermedades de los vasos sanguineos, en donde entre los factores de riesgo se presentan,
entre otras, el consumo de tabaco, sedentarismo, hipertension, sobrepeso y obesidad (5) y

también enfermedad renal (6).

Las ECV son la primera causa de muerte en Chile (7), en donde las tasas de infarto agudo
al miocardio y enfermedad cerebrovascular son de 94,9 y 93,5 por cada 100.000 habitantes

respectivamente (8).

Varios factores de riesgos de ECV como, por ejemplo, la obesidad y la hipertension son

influenciados directamente con la alimentacion (9) pero bien, con una buena alimentacion se



pueden generar efectos favorables contra las ECV, en donde las frutas y hortalizas cumplen

un importante rol hemostatico al describirse que poseen un efecto antitrombotico (10).

3.2 Hemostasia

El sistema hemostatico es el responsable de mantener el equilibrio frente a una injuria 'y
también en el proceso de generacion de un trombo, el cudl este Ultimo esta implicado en la
mayoria de las ECV. Este sistema es una compleja interaccion entre la vasculatura,
componentes celulares y proteinas plasmaticas que interactian para mantener la hemostasia
en el cuerpo sano (11). La hemostasia es un proceso complejo que permite prevenir, de forma
continua la pérdida espontanea de sangre y detener la hemorragia causada por dafios al
sistema vascular, implica la hemostasia primaria, la hemostasia secundaria y la fibrin6lisis
(12).

La hemostasia primaria se refiere a las primeras etapas de la hemostasia cuando la
coagulacién adn no se ha desarrollado para desempefiar su papel en la prevencion de la
pérdida de sangre (13). Aqui la participacion de las plaquetas es fundamental, las cuales son
celulas anucleadas que circulan en la sangre como centinelas de la integridad vascular (14),
normalmente existen de 150.000 a 400.000 plaquetas por microlitro de sangre en adultos
sanos, son producidas por los megacariocitos en la médula dsea (15). Las etapas de la
hemostasia primaria son la vasoconstriccion local y la fase endotelial-trombética (12), En los
sitios de la lesion, después de la vasoconstriccion local se generan agonistas quimicos
generados localmente con los cuales las plaquetas pueden activarse, se adhieren al endotelio

y luego se agregan entre ellas (16).
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La hemostasia secundaria se refiere al sistema de coagulacion en el cual participan una
serie de proteinas plasmaticas denominados factores de la coagulacion, estas una vez
activadas formaran la fibrina que es la que mantiene firme el tapon plaquetario (17), en donde
esta Ultima proviene de una molécula llamada fibrindgeno, el cuél es una proteina trinodular

presente en altas concentraciones en el plasma (2-4 mg/mL) (18).

Los factores de la coagulacion son zimdgenos exceptuando al anteriormente descrito
fibrinbgeno, que son convertidos a proteasas por activacion por contacto (via intrinseca) o
por estimulacion del factor tisular (ruta extrinseca) que actian en forma de cascada para

promover la formacion del trombo de fibrina (19).

Para disolver el trombo se aplica el sistema fibrinolitico (20), el cual estd compuesto de
moléculas como el plasmindgeno, activadores del plasmindgeno, plasmina, inhibidores de

los activadores del plasmindgeno y la antiplasmina (21).

3.3 Estructura y fisiologia plaquetaria

Las plaquetas son células enucleadas de 1-2 um de tamafo, generadas en la médula 6sea
por fragmentacion de los bordes de los megacariocitos, que se acumulan en el lugar donde el

endotelio esta disfuncional o dafiado dentro de la pared arterial, lo que inicia la formacién
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del trombo (22). Un adulto sano produce cada dia una media de alrededor de

1x10*! plaquetas. La expectativa de vida de las plaquetas es de 7 a 10 dias.

Las plaquetas contienen fundamentalmente tres tipos de granulos: los granulos densos,
los granulos a y los lisosomas. La liberacion de los granulos densos en las plaquetas ocurre
por exocitosis, y desde ellos se liberan difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina
(ATP), fosfato inorganico, polifosfatos, serotonina y calcio, entre otros.

La adhesién plaquetaria se lleva a cabo cuando al presentarse una injuria se exponen en
el espacio subendotelial del vaso sanguineo factores de adhesién como el factor von
Willebrand, colageno, fibronectina, laminina, entre otros que se uniran a la plaqueta a través
de sus receptores presentes en su membrana, de manera que el receptor GPlba se une al
complejo formado entre el FvW/colageno y el receptor GPVI se une al colageno expresado
en la lesion vascular (23).

La activacion plaquetaria se efectia cuando un efector agonista se une a la superficie
plaquetaria desencadenando reacciones bioquimicas en cascadas de sefializacion intracelular
a través de segundos mensajeros. Tras la activacion, la fosfolipasa C (PLC) actla sobre el
fosfatidil inositol 4,5 difosfato generando 1,2 diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3). El DAG activa a la proteina quinasa (PKC) y el IP3 se une a receptores especificos en
el sistema tubular denso y libera al citosol calcio (24). El calcio actia como mensajero

promoviendo sefiales que inician una serie de procesos en los cuales se destacan: Cambio de

12



forma en la cual la plaqueta activada sufre un cambio morfoldgico donde se originan
pseudopodos los que facilitan la interaccion con otras plaquetas, la agregacion plaquetaria en
donde el responsable es el complejo GP lIb/Illa que fija al fibrindgeno que se encuentra en
el plasma formando puentes que unidn entre las plaquetas, la contraccion del citoesqueleto y

la secrecion en donde los filamentos centran los granulos citoplasmaticos y los liberan al
exterior (25).
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Figura 1: MECANISMO DE ACTIVACION PLAQUETARIA.

Después de activarse, las plaquetas sufren importantes cambios morfologicos, con la

produccion de pseudopodos, volviéndose ademas muy adhesivas. La respuesta funcional de

las plaquetas implica cuatro procesos, adhesién, agregacion, secrecion y actividad

procoagulante. Extraido de Gémez y cols(26).

3.4 Agregacion plaquetaria

La agregacion plaquetaria consiste en la union de las plaquetas entre si para la formacion

de un trombo. Para esta agregacion se necesitan agonistas que gatillen el proceso,

generalmente los realizan por la via de la PLC.
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Los més estudiados y por ende los que tienen mayor importancia fisiolégica son la trombina,
ADP, adrenalina, colageno y acido araquidénico (27). EI ADP es un importante activador de
la agregacion plaquetaria, induce la agregacion de estas al activar al receptor especifico
P2Y12 situado en la superficie externa de la membrana de la plaqueta, sus efectos en tanto
son aumentar la concentracion intracelular de calcio y la expresion del receptor de

fibrindgeno en la superficie de la plaqueta GPI1Ib/I11a. (28).

El colageno es un potente agonista en altas concentraciones, en las cuales participan 2
receptores plaquetarios, uno de ellos es el receptor GPla/lla que participa en la adhesion
plaquetaria mientras que el otro es el GPVI los cuales poseen actividad sinérgica (29). La

trombina activa la agregacion plaquetaria a través de los receptores PARL y PAR4 (27).

Tabla 1: AGONISTAS MAS COMUNES QUE INDUCEN RESPUESTA
PLAQUETARIA

rl.lllctimrin'.iu::lr Receptor Efecto

ADP P2Y,, P2Y,, Cambioc de forma, agregacidn,
expression of P-selectin, liberacion
de TXA,, rechstamiento de plaguetas

en la lesion
TX A, TPa, TPR Redutamienta v agregacidn
Serotonina EHT-2A Redutamiento
Epinefrina o,, Suplementario del receptor de ADP
Colageno GPIa/1Ia, GPVI Activacion de GPIIb/Ila, kiberacion

de ADP vy TXA, agregacidn vy
liberacion de Ca**
Trombina PAR-1, PAR-4 Agregacian, Eberacidn de ADP, TXA,,

serptonina v epinefring, adivadon
de P-selectina y CD40
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3.5 Disfuncion de la plaqueta

Las mitocondrias son organulos intracelulares que alojan en su membrana interna o cresta
cinco complejos de fosforilacion oxidativa los cuales son complejo | NADH: ubiquinona
oxidorreductasa, complejo Il succinato oxidoreductasa, complejo Ill: citocromo ¢ bcy,
complejo 1V citocromo ¢ oxidasa y complejo V adenosina trifosfato ATP (30). Las
mitocondrias son responsables de mantener la homeostasis celular y producir energia celular
(ATP) a través de la fosforilacion oxidativa (31). Las plaquetas derivan del citoplasma de los
megacariocitos. Durante esta fase, los megacariocitos transfieren componentes a las

plaquetas, incluidos los organelos citoplasmicos, como los granulos y las mitocondrias (32).

La funcion principal de las plaquetas circulantes durante el proceso hemostéatico es detener
la pérdida de sangre a través de la formacion de codgulos después de un traumatismo tisular
(33). Las plaquetas son componentes altamente reactivos del sistema circulatorio, que ejercen
no solo la actividad hemostatica sino que también contribuyen a la modulacién de diversas
condiciones patoldgicas (34). Por lo tanto, la activacién defectuosa de las plaquetas provoca
un sangrado incontrolado y, a la inversa, la activacion de las plaquetas causa trastornos
tromboticos (35,36).

Las plaquetas dedican méas del 50% de su funcion mitocondrial a la sintesis de ATP, que
es aproximadamente el doble de la cantidad utilizada por los monocitos o linfocitos (37).
Mientras tanto, la reserva o la capacidad respiratoria de reserva que potencialmente pueden

utilizar las plaquetas para responder al estrés oxidativo es solo aproximadamente el 20% de

16



La funcién mitocondrial maxima (38). La fosforilacion oxidativa contribuye
aproximadamente con el 80% de la produccion total de ATP en las plaquetas en reposo, lo
que sugiere una posible dependencia de las plaguetas en la funcién mitocondrial (39). La
evidencia acumulada demuestra que las mitocondrias en las plaquetas regulan su funcién pro-
trombotica no solo a través de la generacion de energia, sino también de la sefializacion redox

y el inicio de la apoptosis (40).

La disfuncién mitocondrial plaquetaria es un jugador clave en la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que potencialmente contribuye a la activacion plaquetaria (41).
Diferentes formas de ROS, incluido el anion superéxido, el radical hidroxilo o el peroxido
de hidrogeno, actuan como segundo mensajero en la activacion de las plaquetas (42).
Ademas, la disfuncién mitocondrial plaquetaria es un paso clave en el inicio de la apoptosis
plaquetaria (43). En este contexto, la inhibicion de los complejos | o V en la mitocondria
plaquetaria inicia la apoptosis en estas células al aumentar la cantidad de produccién de ROS

mitocondrial y aumenta el riesgo de sangrado no quirurgico (44)

La disfuncion mitocondrial plaquetaria se ha relacionado con una variedad de
enfermedades, como las ECV mencionadas anteriormente. Ademaés, la disfuncion
mitocondrial plaquetaria se ha asociado con el deterioro oxidativo y la destruccion de las
plaquetas durante el almacenamiento para transfusiones (45).

17



3.6 Respuesta pobre a la terapia antiplaquetaria

La activacion de las plaquetas y la mantencion de su hemostasia son conceptos
fisiolégicos muy estrechos, los cuales son responsables de varias de las enfermedades

crénicas conocidas a nivel a mundial. (43-45).

La terapia antiplaquetaria representa el pilar del tratamiento para la prevencién de la
activacion plaquetaria (46). Dentro de estos tratamientos encontramos la aspirina y el
clopidogrel, a pesar de conocer y estudiar sus propiedades se sabe que estos medicamentos
siguen causando eventos recurrentes de activacion plaquetaria (47). Incluso los ensayos
clinicos de los ultimos afios han proporcionado evidencia de que la aspirina, al menos, no
tiene un efecto beneficioso sobre la progresion de las enfermedades cronicas e induce la
apoptosis plaquetaria a través de la activacion de la caspasa-3 (48). La activacion plaquetaria
y esta pobre respuesta a los farmacos antiplaquetarios se han asociado con un aumento de los

niveles de estrés oxidativo (49).

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) y la capacidad de un sistema bioldgico de decodificar
rdpidamente los reactivos intermedios o reparar el dafio resultante (50). Mientras tanto, la
disfuncion mitocondrial es una fuente importante de ROS (51). Ademas se conoce que las
plaguetas en reposos producen ROS pero de manera normal, es decir en concentraciones muy
bajas (50,51). Sin embargo, el exceso de generacion de ROS en la disfuncion mitocondrial
plaquetaria actia como mediador de la activacion plaquetaria y como un mecanismo clave
responsable de una respuesta deficiente a los farmacos anti plaquetarios (52). Por lo tanto, la
inhibicién de la disfuncion mitocondrial plaquetaria podria utilizarse potencialmente como

una nueva estrategia para el desarrollo de farmacos con actividad antiplagquetaria (53).

18



3.7 Hidroquinonas

Las quinonas son una gran clase de compuestos que se derivan de compuestos aromaticos.
Las quinonas se pueden convertir en p-hidroquinonas mediante varios mecanismos de unoy
dos electrones, y por lo tanto, las p-hidroquinonas coexisten con las quinonas en los sistemas
biologicos (54). Las p-hidroquinonas sustituidas se encuentran entre los antioxidantes para
romper cadenas mas potentes y son de especial interés con respecto a la quimica biomédica

y alimentaria (55). La pronunciada actividad antioxidante de las p-hidroquinonas como

inhibidores de la peroxidacion lipidica estad determinada por su capacidad para terminar las
reacciones de cadena radical debido a su reactividad con los radicales lipoperoxido (52-55).
Mientras tanto, la capacidad de donacion de enlaces H de hidroquinonas estructuralmente
relacionadas es una propiedad bioldgicamente importante para convertir ROS (radicales
oxilo y peroxilo) potencialmente dafiinos en especies no toxicas (56). Se ha demostrado que
los derivados de hidroquinona protegen las mitocondrias del dafio oxidativo, pero solo una
pequefia proporcion del compuesto administrado externamente es absorbida por las

mitocondrias (56).

OH o OH O
R1 BF3 ° 2H20 R R
+ OH)J\/RZ ’ ! 2
R4 120°C / 150W (max) / 25'
OH OH

Figura 2: obtencion de acilhidroquinonas.
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Teniendo en cuenta la situacion actual, el arsenal terapeutico de los medicamentos
disponibles para controlar la activacion de las plaquetas es todavia muy limitado (56).La
sintesis de compuestos con nuevos mecanismos de accion antiplaquetaria es un objetivo de
gran interés en el desarrollo de farmacos (57). Sobre esta base, se ha descrito que algunos
derivados de hidroquinona tienen actividad antiplaquetaria. Los estudios de relacion
estructura-actividad muestran que el amplio diapason de la actividad antiplaquetaria por los
derivados de hidrogquinona se debe a la naturaleza del sustituyente. Por lo tanto, la actividad
antiplaquetaria estd asociada con la presencia de sustituyentes o disulfuros de metoxi

directamente unidos a un anillo de fenilo.

3.8 Hidroquinonas conjugadas con fosfonio

Las mitocondrias han tenido un gran interés como blanco biol6gico, ya que como
sabemos, estos organulos semiauténomos cumplen roles vitales en el metabolismo celular y
su disfuncion contribuye a varias enfermedades, debido a esto existen estudios que hablan
sobre la sintesis de acilhidroguinonas lipofilicas portadoras del cation trifenilfosfonio en el

fragmento acilico, caracteristica que permite una mayor incorporacion a las mitocondrias.

Una importante via para dirigir compuestos activos a la mitocondria es la unién de las
hiroquinonas al cation lipofilico trifenilfosfonio, el cual se acumula en la membrana interna
de ella. Estas muestran un amplio rango de propiedades biologicas tales como, la capacidad

antioxidante, inhibicion de células tumorales sin aumentar la produccién de ROS, entre otras.
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4. HIPOTESIS

4.1 Derivados de hidroguinonas conjugados con fosfonio; D4 C6 y C11 inhiben la

agregacion plaquetaria sin presentar actividad citotoxica.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar la actividad antiplaquetaria de los derivados de hidroguinonas conjugados con
fofonio (D4, C6 y C11).

5.2 Objetivos especificos

a) Determinar las actividades citotoxica de los compuestos D4 C6 y C11 en plaguetas

lavadas.

b)  Evaluar la inhibicién de la agregacion plaquetaria inducida por colageno y TRAP-6
de los compuestos D4 C6 y C11.
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6. MATERIALES Y METODO

6.1 Toma de muestra

Se utilizaron voluntarios aparentemente sanos, sin consumo de alcohol ni cigarros el dia
anterior o las horas previas a la toma de muestra, sin que hubiesen ingerido medicamentos
con efectos antiplaquetarios por lo menos diez dias antes de la extraccion de sangre. A estos
individuos se les tom6 una muestra sanguinea, previa lectura y firma del consentimiento

informado.

Las muestras fueron colectadas en jeringa de 5 ml con anticoagulante ACD, en proporcion
sangre: ACD; 4:1 mediante el uso de aguja mariposa.

6.2 Obtencion de plaquetas lavadas

Para la obtencion del plasma rico en plaquetas (PRP) se centrifugo la sangre por 10
minutos a 1200 rpm a temperatura ambiente. Se extrajo el PRP y se centrifugd en
microcentrifuga por 8 minutos a 3000 rpm a 4°C. Se resuspendié el pellet de plaquetas en
TAF sin calcio: ACD; 9:1. Se centrifug6 en microcentrifuga por 8 minutos a 3000 rpm a 4°C.

Se resuspendio el pellet de plaquetas en TAF sin calcio, manteniendo el hielo.
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Al PRP obtenido se le realiz6 un recuento de plaquetas en el contador hematoldgico ajustando

la concentracion a 250.000-300.000 plaquetas/ ul aproximadamente con PPP.

6.3 Agregacion plaquetaria

El método se basa en la monitorizacion y deteccién de cambios de transmision de luz, de
PRP ajustado, en una cubeta de reaccion incubada a 37°C. Luego de la adicién de un agonista,

las plaquetas comienzan a agregarse Y la transmision de la luz aumenta progresivamente.

Para esta técnica se utiliz6 LUMI-AGREGOMETRO Chrono-Log, Havertown, PA, USA.
Este equipo debe ser calibrado con PPP. A la cubeta de reaccion que contenia en su interior
una barra magnética que permitia que el PRP se mantuviera en constante movimiento. Los
480 pL de plaquetas lavadas fueron preincubado por 5 minutos a 37°C junto con 10 uL de
cloruro de calcio, 1 puL de cada compuesto (D4, C6 y C11), en el caso del blanco, éste
contenia 400 pL de buffer tyrodes sin calcio, Al cabo de los 5 minutos, se adiciona el

agonista, en este caso 1 pL de calcio.
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7. RESULTADOS
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Figura 3: Estructura molecular de los compuestos utilizados en el estudio
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El kit de ensayo de citotoxicidad de LDH medido entre 490-520 nm. Mide la muerte
celular en respuesta a compuestos quimicos. La cantidad de formazan producida es

proporcional a la cantidad de LDH liberada en el medio de cultivo como resultado de la
citotoxicidad.

100 100
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20

% Citotoxicidad LDH
% Citotoxicidad LDH
% Citotoxicidad LDH

FIGURA 4: porcentaje de citotoxicidad LDH en los compuestos D4, C6y C11.

Anadlisis resultados: Se evalud la citotoxicidad por liberacion de LDH en plaguetas lavadas.
En la figura 4A se observan diferencias estadisticamente significativas para el compuesto D4
100 y 200 uM al comparar con el control (DMSO 0,2%). Esto significa que a esas
concentraciones el compuesto D4 produce destruccion o dafio en la membrana de las
plaquetas, aumentando la liberacion de LDH hacia el medio, causando citotoxicidad. Este
mismo efecto se observa en la figura 4B para el compuesto C6 200 uM. En la figura 4C,

observamos que el compuesto C11 aumenta significativamente la citotoxicidad en todas las
concentraciones testeadas.
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TABLA 2: PORCENTAJE DE AGREGACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR

COLAGENO, EN CONTROLES.

% Agregacion controles Slope Area under
87 94 293,8
78 79 245,8
70 75 247,1
74 57 231,1
71 83 244,7

TABLA 3: PORCENTAJE DE AGREGACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR

TRAP-6, EN CONTROLES.

% Agregacion controles Slope Area under

70 70 263,7
74 70 269,8
76 83 280

77 85 268,2
86 105 330,3
94 149 388,1
77 94 296,5
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TABLA 4: PORCENTAJE DE AGREGACION, AREA BAJO LA CURVA Y

PENDIENTE PARA LOS COMPUESTOS D4 C6 Y C11 INDUCIDAS POR

COLAGENO
COMPUESTOS 200 uM 20uMm 2uM
% Area % Area % Area
Agregacion Slope under |Agregacion Slope under |Agregacion Slope under
D4 1 46 2,2 5 55 15 69 53 180,2
2 46 4,3 77 99 259,8
1 18 4,2
47 50 2,2 4 4 7,4 3 2 2,1
108 63 6,6 2 53 5
cé6 9 53 27,4 25 31 57,7 73 59 212,7
9 48 24,7 76 94 272,4
16 35 51,1
3 4 10,4 6 6 18,6 10 11 28,1
24 37 61,7 4 13 13
Ci11 9 55 26,9 25 64 69,7 9 51 23
20 64 64,4 15 28 39,7
21 63 66,3
6 9 21,9 27 15 36,1 56 61 191,5
4 11 12,4 38 13 83,3
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TABLA 5: PORCENTAJE DE AGREGACION, AREA BAJO LA CURVA Y
PENDIENTE PARA LOS COMPUESTOS D4 C6 Y C11 INDUCIDAS POR TRAP-6

COMPUESTO 200 uM 20 uMm 2uM
% Area % Area % Area
Agregacion Slope under |Agregacion Slope under |Agregacion Slope under
D4 2 48 51 2 50 4,8 77 59 270,5
0 44 0 85 83 338,5
1 48 3,6
5 7 1,7 2 2 3,5 10 18 9,2
8 6 25 3 51 54 87 90 339,4
42 39 183,1 4 6 6,4 86 116 351
45 31 172,6 16 11 55,5 44 55 183,6
Cé6 4 55 16,7 34 61 88,3 70 61 252,1
16 50 56,7 65 74 248,1
50 50 182,2
21 11 63,3 6 40 16,5 8 6 18,1
32 46 69,4 70 53 207,4 79 92 284,2
5 13 7,3 85 110 326,1 88 142 346,6
36 15 117,7 57 63 219 79 101 291,9
c11 9 28 28,5 15 9 39,5 63 66 222
18 70 64,7 72 74 271,4
25 35 72
11 9 23,4 37 22 111,9 8 35 28,8
1 28 0,5 27 9 63,2 71 64 153,3
3 15 12,7 52 24 149,5 88 123 364,9
2 7 4,6 57 28 148,6 42 63 170,5
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FIGURA 5: porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria de compuestos

contra colageno y TRAP-6.

Anadlisis resultados: Se observan diferencias estadisticamente significativas en la figura 5A
para los compuestos D4 y C6 20 uM al comparar con el control. Esto se traduce en una
elevada inhibicion (entre 80 y 90%) de la agregacion normal de las plaquetas estimuladas
con Colageno por efecto de los compuestos. Lo mismo se observa en la figura 5B, donde las
plagquetas estimuladas con TRAP-6 fueron inhibidas por los compuestos D4 y C6 20 uM,

pero con una menor potencia, especialmente para el compuesto C6 (inhibicién de un 40%

aproximadamente).
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8. DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares se clasifican dentro de las enfermedades no
transmisibles (ENT) o cronicas, las cuales son afecciones de larga duracion con una
progresion generalmente lenta (58). Las ECV son causadas por los trastornos del corazon y
vasos sanguineos, incluyéndose en este grupo la cardiopatia coronaria, accidentes

cerebrovascular, hipertension, entre otras (59).

Las ECV estan fuertemente influenciadas por la funcion plaquetaria a través de
mecanismos tromboéticos y aterogénicos, en donde las vias que regulan la actividad
plaquetaria y que conducen a la oclusion coronaria son centrales en la patogénesis de los
sindromes coronarios agudos, siendo las causas principales de estas patologias el presentar
factores de riesgo como el consumo de tabaco, inactividad fisica y un régimen alimentario
insalubre (60).

Uno de los objetivos que persigue hoy en dia la salud publica es el evitar las ECV,
fomentando la prevencion para que estas enfermedades, no se presenten, ya sea por una buena
alimentacion, o consumiendo productos con propiedades bioldgicas beneficiosas para dichas
enfermedades, en este caso nos referimos principalmente a la terapia antiplaquetaria como

tratamiento para la prevencion de la activacion plaquetaria.

El uso méas frecuente de los farmacos antiplaquetarios esta la prevencion primaria o
secundaria de la trombosis arterial, y méas especifico, preferentemente el infarto agudo de

miocardio (IAM), en el que las plaquetas, ante la ruptura o erosion de las placas
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Aterosclerdticas en las arterias coronarias, se agregan formando un trombo que obstruye la
circulacion sanguinea. Un balance favorable entre los efectos benéficos y las complicaciones
de la terapia antiplaquetaria se alcanza al tratar pacientes en los cuales el riesgo trombotico
esta por sobre los riesgos de complicaciones hemorragicas (61).

Conectando con dicha idea, dentro de esto estan los derivados de hidroguinonas, que son
los compuestos con los cuales se experimentd para conocer un poco mas de su mecanismo
de accién antiplaquetaria, con el fin de contribuir al desarrollo de farmacos ya que como
sabemos, el arsenal terapéutico de los medicamentos que controlan la activacion plaquetaria

es muy limitado (62).

La muerte celular puede ocurrir ya sea por apoptosis, una via altamente regulada que
involucra cascadas de transduccion de sefiales, o por necrosis. La necrosis se acompafia de
hinchazén mitocondrial y aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica, mientras
que la apoptosis implica una descomposicion articulada de la célula en cuerpos apoptéticos
unidos a la membrana (63). Existen numerosas técnicas de deteccion disponibles que
detectan la citotoxicidad y la muerte celular, independientemente del mecanismo. La mayoria
de estos ensayos evaluan la viabilidad celular midiendo la permeabilidad de la membrana

plasmatica.

La lactato deshidrogenasa es una enzima soluble ubicada en el citosol. La enzima se libera
en el medio de cultivo circundante tras el dafio celular o la lisis. La actividad de LDH en el
medio de cultivo puede, por lo tanto, usarse como un indicador de la integridad de la

membrana celular y, por lo tanto, una medida de citotoxicidad.
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El kit de ensayo de citotoxicidad de LDH utilizado mide dafio y aumento de la
permeabilidad de la membrana plasmatica en respuesta a compuestos quimicos o factores
ambientales utilizando una reaccién acoplada de dos pasos. Lo cual se mide entre 490-520
nm. La cantidad de formazan producida es proporcional a la cantidad de LDH liberada en el

medio de cultivo como resultado de la citotoxicidad.

Dentro de la literatura podemos encontrar estudios en donde utilizan esta técnica en
distintos modelos celulares tales como; EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD Y
GENOTOXICIDAD INDUCIDA POR EFLUENTES HOSPITALARIOS SOBRE Cyprinus carpio de
la universidad auténoma de México en el afio 2013, y CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS QUE
MEDIAN LA MUERTE CELULAR INDUCIDA POR DIFERENTES TIPOS DE ACETOGENINAS DE
ANNONACAEAS EN LINEAS TUMORALES HUMANAS articulo de la universidad auténoma de
Madrid el afio 2010, lo cual nos indica la importancia de demostrar que la concentraciones o

compuestos usados en cualquier investigacion no deben alterar la integridad celular.

Asi mismo existen estudios que se encuentran relacionados a este ensayo debido a que
miden la citotoxicidad por liberacion de LDH en plaquetas lavadas las cuales se utilizan como
screnning inicial antes de evaluar compuestos, como es el caso del siguientes estudio;
Synthesis and Biological Evaluation of Thio-Derivatives of 2-Hydroxy-1,4-Naphthoquinone

(Lawsone) as Novel Antiplatelet Agents. Del afio 2020.

En este estudio se pudo determinar la citotoxicidad de cada compuesto gracias a este Kit,
segun los resultados de la figura 4A podemos decir que el compuesto D4 produce destruccion
0 dafio en la membrana de las plaguetas aumentando la liberacion de LDH hacia el medio,
causando citotoxicidad a una concentracion de 100 y 200 uM. Este mismo efecto se observa
en la figura 4B para el compuesto C6 200 uM. En la figura 4C, observamos que el compuesto

C11 aumenta significativamente la citotoxicidad en todas las concentraciones testeadas.
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Con esta informacion, se decidio excluir al compuesto C11 de los ensayos posteriores de
agregacion plaquetaria por su elevada citotoxicidad sobre las plaquetas. Del mismo modo se
decidié utilizar los compuestos D4 y C6 desde concentraciones 20 uM, es decir, no

citotoxicas.

Una vez obtenidos los porcentajes de agregacion de inhibicion y la citotoxicidad de cada
compuesto se procedid a calcular el IC50 que es la concentracion inhibitoria media méaxima,
esta es una medida de la potencia de una sustancia para inhibir una funcién biolégica o
bioquimica especifica, en este caso de la agregacion plaquetaria. IC50 nos permite conocer
de forma cuantitativa qué cantidad de una sustancia inhibidora particular ya sea D4 o C6 se
necesita para inhibir, in vitro, la agregacion plaquetaria a nivel mitocondrial dado en un

50%. El cual se expresa en concentracién molar.

Tras los resultados graficados en la figura 5A podemos decir que se traducen en una
elevada inhibicion entre 80 y 90% de la agregacién normal de las plaquetas estimuladas con
Colageno por efecto de los compuestos. Lo mismo se observa en la figura 5B, donde las
plaquetas estimuladas con TRAP-6 fueron inhibidas por los compuestos D4 y C6 20 uM,
pero con una menor potencia, especialmente para el compuesto C6 se observa una inhibicion
de un 40% aproximadamente. Dentro de los estudios realizados hasta la fecha se han
evaluado la actividad biolégica de quinonas, estos compuestos aceptan electrones, por la
atraccion conferida por los sustituyentes de los residuos quinoides, los cuales modulan las
propiedades redox responsables de estres oxidativo, mecanismo implicado en la inhibicion
del crecimiento viral y de células cancerigenas (64). Sin embargo las hidroginonas son
compuestos de los cuales también se han realizado estudios debido a sus propiedades
REDOX vy potencial como agentes antioxidantes. Las propiedades REDOX de las
hidroquinonas han demostrado actividad contra células tumorales, mostrando acciones
especificas en la fosforilacion oxidativa de las células cancerosas a partir de derivados de

estos compuestos (65).
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Dentro de estos estudios podemos destacar la memoria denominado “sintesis de sales de
fosfonio, de acilhidroquinonas, inihibidoras de la proliferacion celular” de la universidad
de chile en el 2014 en donde se trabajo la sintesis y caracterizacion de una serie de
acilhidroquinonas lipofilicas, portadoras de un atomo de bromo o del catidn trifenilfosfonio
en el fragmento acilico, caracteristicas que permiten una mayor incorporacién a las
mitocondria. Lo cual lo podemos comparar con las estructuras de los compuestos trabajados

en esta memoria.

Si bien los compuestos D4 y C6 presentan una efectiva actividad antiagregante sin
producir efectos citotoxicos en las plaquetas lavadas, no conocemos con exactitud su
mecanismo de accion, pero si existe la posibilidad que estos compuestos ejerzan su accion
antiagregante por algun efecto dentro de la mitocondria, tal como se destaca en los estudios
realizados con mitoquinonas (MitoQ) “la cual produce despolarizacion y disminucion de la
secrecion de ATP y que probablemente esté asociado con su efecto antioxidante
mitocondrial.”(66). Tomando en cuenta esto se podrian realizar ensayos posteriores de
funcionalidad mitocondrial, lo cual seria de gran utilidad para ampliar el conocimiento de

estos derivados.
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9. CONCLUSION

Tras los resultados obtenidos podemos concluir que el compuesto C11 presenta
una elevada citotoxicidad, por lo que tuvo que ser excluido de los ensayos de
agregacion. ElI compuesto D4 no altera la integridad (citotoxicidad) de las plaquetas
desde la concentracion 20 uM. EI compuesto C6 no produce citotoxicidad en las
concentraciones 20 y 100 uM.

Los compuestos D4 y C6 producen una inhibicién de la agregacion de las
plaquetas estimuladas con Coladgeno y TRAP-6 en la concentracion 20 uM, pero

pierden el efecto a la concentracion 2 uM.

Tomando en cuenta esto se podrian ampliar los resultados de agregacion para los
compuesto en concentraciones intermedias entre 2 'y 20 uM.

Se necesitan estudios adicionales para evaluar el posible mecanismo de la
inhibicion de la agregacion de las plaquetas. Estos podrian ser estudios de funcion
mitocondrial, debido a que los compuestos estan conjugados con TPP+ y deberian

acumularse al interior de la mitocondria.
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