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1. RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) en la actualidad se posicionan en la primera
causa de muerte en Chile y el mundo, posee factores de riesgo cardiovasculares modificables
principalmente, que constituyen el principal problema en la poblacion, donde se destacan
habitos como el tabaquismo y sedentarismo, enfermedades tales como la diabetes,
enfermedad renal, entre otras, las cuales son el principal foco de intervencion en la salud,

cuyos objetivo es tomar medidas de control y prevencidn de estas condiciones.

Se han realizado estudios frente a componentes de ciertas frutas y verduras, que con su
consumo influyen en generar factores protectores contra diversas enfermedades
cardiovasculares, donde las plaquetas tienen amplia relacion con su desarrollo, por su
relevancia en la generacién de trombos causantes de procesos ateroscleréticos o trombéticos.
Los Berries 0 Bayas poseen sustancias quimicas como los polifenoles que tiene efectos
vasodilatadores, atentian la oxidacion de las lipoproteinas, entre otras, y los Golden Berries
o0 bayas doradas poseen un alto contenido, esta fruta esta distribuida ampliamente en la zona
sur de Chile.

En este estudio se obtuvo como resultado que los hojas de Physalis peruviana L. poseen
actividad antiagregante plaquetaria, con un porcentaje de inhibicion alrededor del 90%, esto
se interpreta como una alternativa preventiva de ECV y es necesario obtener mas
antecedentes comparativos para lograr asimilar el efecto de estos extractos en funciones

plaquetarias.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) en la actualidad se han posicionado como la
primera causa de muerte a nivel mundial, por lo que buscar tratamientos preventivos ha sido
el foco de la salud. En los ultimos tiempos se ha estudiado que una alimentacion saludable
donde se utilicen en su mayor proporcién frutas y verduras generan una disminucion de la
prevalencia de ECV, donde sus factores de riesgo sean de tipo modificables por una dieta
balanceada, considerando lo anterior, se establece que utilizar extractos naturales con
propiedades antiplaquetarias, que contribuyan a prevenir los eventos tromboéticos o
aterosclerdticos, como una via suplementaria de tratamiento preventivo de estas

enfermedades.

En la actualidad la problematica de las ECV ha sido enfocado a que sus tratamientos,
como el consumo de farmacos antiplaquetarios, presentan un amplio efecto secundarios a
largo plazos, como causar alteraciones gastrointestinales, es por ello, que en los ultimos
tiempos ha incrementado la necesidad de presentar alternativas a tratamientos que
manifiesten un desarrollo con una menor generacion de efectos secundarios, debido a lo
anterior, es que se han enfocado en estudios con extractos de frutas y verduras, ya que, han
logrado presentar efectos fisiologicos similares a las obtenido por farmaco, pero con la

disminucion de secuelas en su consumo.

El uso de extractos como el de las hojas de la planta Physalis peruviana L. productora de
bayas doradas se ha seleccionado por su presencia de una gran cantidad de propiedades
asociadas a su composicion, tales como, de esteroides, flavonoides, taninos, alcaloides, entre
otros, que por sus caracteristicas puede tener un efecto en la inhibicion de la agregacion
plaquetaria y consigo una redicién de la hiperactividad de las plagquetas para lograr evitar la
formacion de trombosis por lesiones ateroscleréticas coronarias, que se presentan mas

prevalentemente en pacientes con ECV.



Se puede decir, que obtener estudios capaces de verificar la funcion de las propiedades de
los extractos naturales para utilizarse como una via suplementaria de prevencién de ECV, a
través, de la inhibicion de la agregacion plaquetaria, pueden evidenciar como una terapia no
solamente eficaz, sino que también, segura y con mayor tolerancia a su consumo. Con lo
anterior, se puede manifestar que lograr obtener antecedentes empiricos de sus efectos
beneficiosos, puede llegar a establecerse como una medida preventiva a personas con
antecedes familiares y/o genéticos de riesgo de desarrollar enfermedades asociadas. En este
trabajo se evalu0 la actividad antiagregante plaquetaria de las hojas de Physalis peruviana
L., las cuales generan una disminucion de la agregacion plaquetaria frente a diferentes

agonistas.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades crénicas, definidas como enfermedades no transmisibles (ENT) son la
principal causa de discapacidad y muerte en el mundo, estas son un grupo de enfermedades
gue no se caracterizan por un origen de una infeccion aguda sino, son el resultado de
afectaciones de salud a largo plazo. En este grupo de enfermedades se encuentran las
enfermedades cardiovasculares (ECV), esta categoria se constituye con la mayoria de las

muertes por ENT de aproximadamente 17,9 millones cada afio (1, 2).

El contexto epidemioldgico en Chile no esta muy ajeno a la realidad mundial, debido a
que en este pais también las ECV son la principal causa de muerte, ademas, se presentan en
el segundo lugar en la carga de afios de vida ajustados por discapacidad (AVISA) y son
causantes de un 27,5% del total de defunciones a nivel pais, de las cuales un 29%

corresponden a infarto agudo al miocardio (IAM) y un 30% a ataque cerebrovascular (ACV)

(3).

Las enfermedades cardiovasculares se definen como un conjunto de trastornos al corazén
y a los vasos sanguineos, se clasifican en cardiopatia coronaria (infarto agudo de miocardio),
hipertension arterial (presion alta), enfermedad cerebrovascular (apoplejia), enfermedad
vascular periférica, insuficiencia cardiaca, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita y

miocardiopatias (4).

El aumento de la probabilidad de fallecer a causa de alguna ECV se conoce como factor

de riesgo cardiovascular (FRCV) el cual es una caracteristica biologica, estilo o habito de

10



vida que potencia estas enfermedades. Estos factores de riesgo se clasifican como
modificables 0 no modificables, los no modificables dependen de la edad, sexo o factores
genéticos y los modificables son los factores que se pueden actuar de manera preventiva,
como la hipertension arterial (HTA), el tabaquismo, hipercolesterolemia, diabetes mellitus
(DM) y el sobrepeso u obesidad (5).

En Chile los factores de riesgo cardiovasculares se presentan en mayor prevalencia el
Sedentarismo, Malnutricion por exceso, sobrepeso, tabaquismo, obesidad e hipertensién

arterial y los de menor prevalencia la diabetes mellitus y el consumo de alcohol (6).

Existen factores de riesgo de tipo modificable que estan influenciados por la alimentacion,
tales como, la hipercolesterolemia, hipertension arterial y el exceso de peso (7), donde se
presenta que el bajo consumo de frutas y verduras esta asociado a un aumento de riesgo de
enfermedades no transmisibles, en donde, aproximadamente 3,9 millones de muertes se
ocasionaron por un consumo inadecuado de frutas y verduras (8), por otra parte, las frutas y
hortalizas tienen un rol protector de ocasionar ECV, debido a que presentan un efecto

antitrombatico (9).

3.2. Hemostasia

La hemostasia es un proceso fisioldgico del organismo que actla en la perdida excesiva
de sangre producto de una lesién vascular, como un mecanismo de defensa (10). La
importancia del mecanismo hemostatico general radica en que un fallo de este puede generar
como consecuencia una trombosis, siendo esta una de las principales causales de ECV (11,
12). Frente a un eventual dafio vascular la hemostasia mantiene la integridad del sistema
circulatorio cerrado y de alta presion, su actuacion se divide en hemostasia primaria y

secundaria (13).
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La hemostasia primaria es el proceso de formacion tapén plaquetario, tras una lesion
vascular y se caracteriza por el reclutamiento y activacion de las plaquetas. Esta fase actla
por los mecanismos de adhesion, activacion, secrecion y agregacion (13). Las plaguetas son
fragmentos provenientes de la maduracion de los megacariocitos y de la formacién y
fragmentacion de las proplaquetas (14). El recuento de plaquetas humanas se considera
normal entre 150.000 y 400.000 /ul (15). La adhesion y activacion plaquetaria en el sitio de
lesion se produce por la presencia de agonistas circulantes que activan las plaquetas, a través,

de receptores plaquetarios especificos (Figura 1) (13, 16).
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Figura 1. FASES DE LA RESPUESTA PLAQUETARIA POSTERIOR A LA
LESION VASCULAR. La adhesion plaquetaria al subendotelio depende del colageno,
factor de von Willebrand (FYW) y GPIb/IXa. La agregacion depende de la GPIIb/lllay el
fibrinbgeno es el puente. La enzima ciclooxigenasa convierte al araquidonato en
tromboxano A2 (TxA2) un agente agonista y vasoconstrictor (Flores-Rivera et al.,
2014)(13).
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La hemostasia secundaria comprende a la activacion del sistema de coagulacion y actla
segun tres fases de una iniciacion, amplificacion y propagacion, llegando al producto
primario que es la fibrina y terminando con el proceso de fibrindlisis (13). La interaccion que
se realiza en la hemostasia secundaria, es a través, de proteinas plasmaticas o factores de
coagulacion que activan reacciones en cascada y conducen a la formacién de fibrina, esta
tiene una funcion de reforzar el trombo plaquetario para construir finalmente un coagulo o
trombo definitivo (17).

El fibrindgeno es una glucoproteina plasmatica que circula en el torrente sanguineo a una
concentracion promedio de 2,8 g/L y posee una vida media aproximada de 64 a 96 horas
(18). Los factores de coagulacion circulan de forma preenzimatica o inactiva (zimdgenos) y
se convierten en forma activa en presencia de lesiones, donde realizan su accion en cascada
para la produccion de trombina. EI mecanismo se puede iniciar por una via intrinseca, es
decir, que todos los componentes estan en presente en la sangre y su origen se realiza por la
presencia de cargas negativas que inician el proceso de activacion, utilizando componentes
de un sistema de contacto o por una via extrinseca donde se necesita la exposicion de un
compuesto externo a la sangre como el factor tisular (FT) de la pared vascular o

tromboplastina tisular para iniciar la activacion (19, 20).

Para regular la coagulacion se liberan glucosaminoglicanos de la superficie endotelial y
la trombomodulina que son potentes inhibidores de la coagulacion, ademas actlan
activadores del proceso de fibrinolisis que limitan el depdsito de fibrina. La fibrinolisis es un
proceso enzimatico que regula la conversién de la proenzima circulante (plasmindgeno) en
la enzima activa (plasmina) para realizar una lisis de fibrina y disolucion del trombo. Posee
sus mecanismos de regulacion: PAI-1, que inhibe los activadores de plasminogeno, la a2-
antiplasmina, que inhibe la plasminay el TAFI, inhibidor fibrinolitico activado por trombina
(10, 13, 21).
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3.3. Estructuray fisiologia de la plaqueta

La funcién plaquetaria se relaciona principalmente a procesos hemostaticos en la
coagulacion sanguinea, donde ingresa a su estado activo cuando ocurre una lesion del vaso
sanguineo. Cabe destacar que posee otras funciones que regulan la homeostasis del cuerpo
(22). Las plaquetas no solo se limitan a regular la hemostasia y la trombosis, sino que también

desempefan un papel fundamental en la fisiopatologia de la enfermedad (23).

Las plaquetas fragmentos de citoplasma que surgen de una célula poliploide llamada
megacariocitos ubicada en la medula 6sea, poseen un didmetro tipo de entre 2 a 3 pm.,
presenta una circulacion de forma elipsoidal y su promedio de vida en humanos es de
aproximadamente 10 dias (15, 24-26). Las plaquetas al activarse sufren un cambio de forma
y estructura, donde sus membranas se estrechan y se realizan proyecciones citoplasmaticas
secretando sus granulos (27). También se considera un recuento de plaquetas humanas como
normal en un valor entre 150.000 y 400.000 /ul (15).

Las caracteristicas estructurales de las plaquetas son tres: una membrana intra y
extracelular, granulos y organelos intracitoplasmaticos, y un citoesqueleto. En primer lugar,
se encuentra una membrana plaquetaria cuya funcion es mantener la integridad vascular y
frenar el sangrado, estd compuesta por proteinas y lipidos, principalmente fosfolipidos y
colesterol, posee una cubierta plaquetaria o glicocéalix que estd formado por cadenas de
oligosacaridos provenientes de glicolipidos, glicoproteinas de membrana y cadenas de
polisacaridos que provienen de proteoglicanos plasmaticos y proteinas tales como la
albumina y el fibrindgeno. La funcion del glicocalix es mantener una carga negativa en la
superficie plaquetaria y se utiliza para la repulsion de interacciones con otros elementos de
la circulacion sanguinea. En segundo lugar, presenta granulos o organelas
intracitoplasmaticas, donde se subdivide en un sistema tubular denso que contiene enzimas
activas tales como Ca?*-ATPasas y ciclooxigenasa 2 (COX-2), granulos de secrecion que

contiene cuatro tipos de granulos citoplasmaticos: granulos a (Tabla 1), granulos densos

14



(Tabla 2), los lisosomas y los peroxisomas. Finalmente posee un citoesqueleto que esta

organizado por una malla de proteinas estructurales, que esta compuesto principalmente por

tubulina y polimeros de actina (28).

Tabla 1. CONTENIDO DE LOS GRANULOS ALFA (28).

Categorias Contenido de o granulo Funciones
Proteinas VWEF + pro-péptido, Fg, Fn, VVn, TSP- | Interacciones de contacto
adhesivas 1, TSP-2, laminina-8 celular, hemostasia primaria

y constituyentes de la matriz

extracelular

Factores de
coagulacion

sus inhibidores

la

y

Factor V/Va, factor XI, multimerina,
proteina S, HMWK , proteasa, nexina-
1y -2, TFPI, inhibidor de proteina C,
gas6

de

formacion del

Generacion trombina,
coagulo y
proliferacion de la matriz

extracelular

Factores Plasminégeno, PAI-1, u-PA, o2- | Produccion de plasmina y
fibrinoliticos y | antiplasmina, TAFIL,a2 - | remodelacion vascular
sus inhibidores | macroglobulina
Proteasas y | MMP-1, -2, -4, -9, ADAMTSI13, | Angiogénesis, regulacion de
antiproteasas ADAMS10, ADAMS17 (TACE), |la coagulacion 'y de
TIMPs 1-4, inhibidor plaquetario del | mecanismos celulares
FIX, C1 inhibidor, al -antitripsina.
Factores de | PDGF (A, By C), EGF, IGF-1, VEGF | Quimiotaxis, proliferacion
crecimiento y | (Ay C), bFGF (FGF-2), HGF, BMP-2, | celular y angiogénesis
mitogénicos -4, -6, CTGF, SCUBEL, IGFBP3

Quimioquinas
citoquinas

otros

y

TGF-B1y -2, IL-1, RANTES (CCL5),

IL-8, MIP-10, MIP-2, GRO-a, MCP-1,
MCP-3, PF4, B-TG, NAP-2,
angiopoyetina-1, HMGB1, IL-6sR,

endostatina, osteonectina, dickkopf-1,

osteoprotegerina

Regulacion de angiogeénesis,

quimiotaxis, interaccion
celular, remodelacion
vascular

15



Categorias

Contenido de o granulo

Funciones

Proteinas

antimicrobianas

Trombocidinas, quinocidinas

Bactericida y fungicida

Glicoproteinas

de membrana

allbb3, avb3,

constituyentes

GPIb,
de la

PECAM-1,
membrana
plasmatica, receptores para agonistas
primarios, P-selectina, TLT-1, CD63,
CD40L, TF, TRAIL,

cellubrevina, syntaxina-2, clatrina

furina,

Adhesion 'y  agregacion
plaquetaria, endocitosis de
proteinas, secrecion,
inflamacion, generacién de
trombina, interaccion
plaqueta-leucocito y plaqueta

pared vascular

Otras

4-sulfato de condroitina, albdmina,
inmunoglobulinas G y M, precursor de
amiloide b proteina, factor H de

Varias

complemento, semaforina 3A.

Tabla 2. CONTENIDO DE LOS GRANULOS DENSOS (28)

Categorias Contenido de 6 granulo Funciones
Sefalizacion | Rho-GDP- inhibidor del dominio | Regulador de  proteinas  Rho,
celular N terminal de calcio- | movilizacion y wunién de calcio,
calmodulina, 14-3-3 zproteina activadores de Tyr 3-hidroxilasas,
unién de proteinas a fosfatidilserina
Moléculas Ciclofilina A, grp78, proteina | Facilitan el ensamble de proteinas
chaperones heat shock 70 kDa, disulfuro- | multiméricas, actGan en union de

isomerasa

Ca2+y ATP y catalizan uniones -S-S

Citoesqueleto

B actina, alactina, proteina
asociada a adenenilatociclasa,
cofilina 1, filamina A, precursor
kKindinl,

liviana de miosina-2, pleckstrina,

de gelsolin, cadena

talina 1, transgelin 2,

Involucran movilidad celular, reciclan

actina 'y cofilina, controlan Ila

polimerizacion de actina, anclan
proteinas de transmembrana a la
actina, regulan cambio de forma y

secrecion, pueden ser sustratos de
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trombopoyetina cadenab,

tropomiosina, vinculina

PKC en la

citoesqueleto, etc

reorganizacion  del

Glicélisis

Aldolasa, aenolasa 1, GAPDH,
lactato dehidrogenasa B,

piruvatokinasa

Convierte: F-1, 6-DP en GAP vy
DHAP, piruvato en GAP, GAP en 1,3
BPG,

fosfoenolpiruvato

piruvato en lactato vy

Relacionadas
a la funcion

plaquetaria

beta-
FXI1I,
precursor de la cadena alfa de

Precursor de
tromboglobulina,
fibrindgeno, region C de la

cadena Ig gamma, factor
plaquetario 4, glicoproteina II,
precursores de proplaquetas,
albimina sérica, precursor de

trombospondina-1

Neutralizacion de heparinas (asociada
a a granulos), cross-linking de las
cadenas de fibrina, polimerizacion de
fibrina, actian como cofactor en la
agregacion y son receptores para

fibrindgeno y fibronectina.

La activacion plaquetaria esta asociada a la fase inicial de la cascada de coagulacion,

cuando ocurre un dafio en el vaso sanguineo. Los estimulos que actdan al activarse las

plaquetas se reconocen como proagregadores o agonistas plaquetarios, que su funcién es

promover la accion de adhesion plaquetaria a las superficies endoteliales que presenten una

lesion (23).

Ocurrida la lesion, las plagquetas captan, a través, de sus receptores, estimulos exdgenos

0 enddgenos que causan en ella, un cambio de forma y una liberacién del contenido de sus

granulos para formar agregados, comenzando la adhesion entre ellas. Todo lo anterior se debe

aunaunion de ligandos a los receptores glicoproteicos, que finalmente su funcion es generar

la formacion de agregados llamados tapon plaquetario o trombos blancos. Cabe destacar que

los receptores GPIb-V-1X y GPla-lla y los compuestos subendoteliales como el FvW vy el

col&geno interacttan entre si para mediar este procedimiento (22).

17



El mecanismo de activacion plaquetaria inicia con la unién a un agonista en la superficie
y con esto, se activa la fosfolipasas C y A.. Con la activacion de la fosfolipasa C (PLC) esta
actua sobre el fosfatidil inositol 4,5 difosfato que tras su degradacion generara el 1,2
diacilglicerol (DG) y el inositol 1,4,5 trifosfato (IPs). Este Gltimo se uniré a receptores del
sistema tubular denso que liberaran al citosol el Calcio almacenado, este actuara como
mensajero e iniciara acciones trombociticas, tales como: cambio de forma con la emision
de seuddpodos que ayudan a la interaccion plaquetaria, agregacion plaquetaria actuando en
el complejo Gpllb/lla, el cual con su cambio de forma fijara proteinas adhesivas
principalmente el fibrindgeno, realizara una contraccion del citoesqueleto con la activacion
de la miosina quinasa y finalmente actuara en la secrecion de granulos con la formacion de

invaginaciones de la membrana para generar la exocitosis (24).

Por otra parte el DG es degradado generando 1-monoacilglicerol y acido araquidénico,
donde este activa la fosfolipasa A2 y promueve dos mecanismos oxidativos: la
ciclooxigenasa, encargado de la liberacion de prostaglandinas y activacion de TxA2 que
potencia la activacion plaquetaria con la liberacion de Calcio, y lipoxigenasa, que actan

sintetizando leucotrienos que incrementa el calcio intracelular (24, 29).

Posterior a la activacion plaquetaria se producen mecanismos enddgenos de inhibicion
de las plaguetas, que su funcion es contrarrestar los efectos de los agonistas que inducen la
activacion plaquetaria. Dentro de estos se encuentra el éxido nitrico (NO) que actla
reduciendo el reclutamiento de nuevas plaquetas, inhibe la exocitosis de granulos densos,
los lisosomas y granulos plaquetarios, también posee un segundo mensajero que es el GMP
ciclico (GMPc) que tiene tres mecanismos de inhibicién de plaquetas: el primero es el
aumento de AMPc de manera indirecta que produce la inhibicion de fosfodiesterasa 3 (PDE-
3), el segundo es la accion de inhibicion de la activacion de fosfatidilinositol-3 cinasa (P13K)
y el tercero es la produccién de fosforilacion del receptor TxA:2 que inhibe su funcién.
Adicionalmente se encuentran actuando las prostaciclina, derivada del producto de acido
araquidonico de las células endoteliales, cuya funcién es reducir la activacion y la

agregacion de las plaquetas con la mantencion de un estado no activo. La activacion de la
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prostaciclina produce la estimulacién de la adenilato ciclasa plaquetaria que aumenta la
concentracion de AMPc en la plaqueta, que permite la fosforilacion de la fosfoproteina
estimulada por vasodilatador (VASP), que se relaciona con la inhibicion de GPIIb/llla, e

inhibe la movilizacion del calcio y la desgranulacion plaquetaria (30).

3.4. Agregacion plaquetaria

Se conoce como agregacion plaquetaria al proceso de estimulacion de agonistas sobre la
unién de unas plaquetas con otras, el reclutamiento de mas plaquetas y el crecimiento del
coagulo (13). Los agonistas que mas se utilizan son: ADP, adrenalina, colageno, acido

araquidonico y ristocetina (31).

Para que se realice el reclutamiento de plaquetas se necesitan distintos mecanismos de
sefializacion, donde la primera accion es la union de los agonistas a la proteinas G
constituidas por siete segmentos transmembrana (STRs), esta unién activara los sitios de
union a ligandos en la GP Ilb-IITa (ouwPs), integrina que es el principal receptor en la
agregacion plaquetaria, cuya funcién principal es unir al fibrindgeno al factor von Willebrand

(VWEF) e incorporar y almacenar el fibrindgeno plasmatico a los granulos a (28).

Los Agonistas que provienen de contenido plaquetario son; el tromboxano A2 (TxA>),
producto de la metabolizacion del acido araquidénico (AA) que se une a un receptor
especifico de tromboxano (TP-1,-2), ADP liberado de los granulos densos que se une
principalmente a dos receptores de tipos P2Y1 y P2Y12 y la serotonina, que estimula la
plaqueta a través de un receptor de tipo 5-HT-2. Otros Agonistas son hormonas liberadas por
otros tejidos, como la vasopresina proveniente de la hipofisis y la adrenalina (epinefrina),
que se une a receptores plaquetarios adrenérgicos de tipo a2. También se encuentra la

trombina que corta a su receptor STR (receptor activador de proteasas, PAR 1,4) formando
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un nuevo péptido N-terminal que se unira a la porcion C-terminal del receptor. El colageno
que se une al receptor GPVI como principal o GPIV (CD 36) como transductor de sefiales
(28).

La medicion de la agregacion plaquetaria in vitro consiste en una medicion fotométrica
de la agregacion en plasma rico en plaquetas (PRP). EI método consiste en la preparacion de
PRP a partir de sangre total titulada por centrifugacion. Un haz de luz se ilumina a través de
una parte alicuota de la suspension de plagquetas agitada, y la luz transmitida detectada por
una célula fotométrica. Tras la agregacion de las plaquetas, se produce un aumento en la
transmision de luz. Este método ha tenido un valor incalculable en los estudios de la funcion
plaquetaria, pero su uso esta limitado porque es solo semicuantitativo. EI aumento de la
transmision de luz esta asociado tanto con la formacion de agregados plagquetarios como con
su densidad creciente. Una limitacion adicional del método es que el comportamiento de las
plaquetas en la sangre total, una situacion que se acerca méas a las condiciones in vivo, no se
puede estudiar. Se sabe que la funcion plaquetaria puede estar modulada por agentes

formados por otros tipos de células sanguineas (32).

Las dosis de agonistas pueden variar en los diferentes centros donde se realice la técnica,
se sefialan en la tabla 3 los valores normales de la agregacion plaquetaria con los diferentes
agonistas y en la figura 2 los patrones normales de las curvas de agregometria plaquetaria
(33).

Tabla 3. VALORES NORMALES DE AGREGACION PLAQUETARIA SEGUN
CADA AGONISTA (33).

Agonista Concentracion Agregacion (%)
Adenosin difosfato 5uM 68-88

10 pM 71-88
Acido araquidénico 0,5 mg/mL 74-99
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Coléagena 2 pg/mL 70-94
Epinefrina 5uM 78-88
Ristocetina 1,25 mg/mL 87-102
ADP Ristocetina Colagena
100% 100% 100% -
50% 50% 50%
0% 0% 0% 1
Ac. Araquiddnico Epinefrina Serotonina
100% H 100% H  100%
1
50% 50% 50%
d
0% 0% 0%

Figura 2: CURVAS NORMALES DE AGREGOMETRIA PLAQUETARIA EN PRP
CON ESPECTROFOTOMETRIA (Gomez-Gémez et al., 2018)(33).

3.5. Disfuncion endotelial, proceso aterosclerdtico y participacion de la plaqueta

El endotelio es el 6rgano mas grande de la economia del mamifero y mas importante en
el peso de la economia humana, este se puede definir como una monocapa que separa los
tejidos de la sangre, donde cada célula tendra funciones especificas segun su ubicacién y
forman el sistema circulatorio comprendiendo arterias, venas y capilares. Dentro de sus
funciones se destaca: responsable de la circulacion del torrente sanguineo, de la fluidez de la
sangre, del tono vascular y de los mecanismos de defensa del organismo como el fendbmeno

inflamatorio y la respuesta inmune (34, 35).
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La disfuncion endotelial (DE) se conoce como la presencia de un fenotipo endotelial
alterado en cual se caracteriza por una biodisponibilidad reducida de NO, estrés oxidativo
aumentado, expresion aumentada de factores protrombéticos y proinflamatorios y una vaso
reactividad aumentada (35). Esta disfuncion endotelial es la reaccion fisiologica de una
respuesta exacerbada o descontrolada por un defecto en la regulacion de la cascada
inflamatoria, donde sus manifestaciones clinicas més frecuentes son una vasoconstriccion,

una formacion de trombo, hipertension y/o aterosclerosis (36).

La aterosclerosis es el engrosamiento y endurecimiento que afecta de manera exclusiva a
las arterias de mediano y gran calibre, esta es provocada por el acumulo del colesterol en la
capa interna de la arteria resultando en una obstruccion de la corriente circulatoria y un
desarrollo de un proceso inflamatorio que en conjunto de una alteracién de la coagulacion
con lleva a la formacién de trombo que desencadena en una rotura de la placa ateromatosa
(37, 38).

Dependiendo de sus caracteristicas clinicas al momento de manifestarse un enfermedad
cardiovascular aterosclerotica (ASCVD) se clasifica en Cardiopatia isquémica o cardiopatia
coronaria, (Oclusion en el corazon), enfermedad cerebrovascular (Isquemia en el cerebro),
enfermedad arterial periférica (claudicacion de arterias periféricas) o aterosclerosis aortica

(aparicion de aneurismas toracicos y abdominales) (38).

La fisiopatologia de la aterosclerosis se manifiesta debido a que con el aumento de las
concentraciones séricas de colesterol LDL, de manera persistente y en un gran rango,
penetran las paredes de las arterias, se depositan y acumulan entre las células, en donde se
liberan radicales libres de oxigeno que produciran una oxidacion del LDL y una liberacion
de particulas proinflamatorias, ademas, producto del engrosamiento de la arteria se produce
un estrés hemodinamico, las células endoteliales comienzan a liberar moléculas de adhesion
como la molécula vascular de adhesion tipo 1 (VCAM-1) y las células del musculo liso

liberan quimioquinas que atraen monocitos, linfocitos, mastocitos y neutrdfilos al interior de
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la pared arterial, los monocitos atraidos se convierten en macréfagos que fagocitan lipidos
convirtiéndose en células espumosas que se acumulan en la pared de la arteria, se secretan
proteoglicanos, coladgeno y fibras elasticas, lo que con lleva a la formacion del fibroadenoma
temprano (10-30 afios de edad). Posterior a este, se produce una progresion de la lesién, se
amplifica la respuesta inflamatoria, se forma un centro necrético con tejido fibrotico,
generando la formacion de un ateroma avanzado (55 afios 0 mas) con el adelgazamiento de

la capa fibrosa que se puede romper y generar trombos (38).

Las plaquetas favorecen el inicio y la formacion de lesiones aterosclerdticas y sus
posteriores complicaciones trombdticas, esto se presenta por diferentes causas, unas de ellas
es el efecto de las lipoproteinas en la funcidn plaquetaria mediante la union a receptores
especificos como CD36, SR-B1 y LOX-1, activacion de sefiales de transduccion o por
intercambio lipidico, induccién de sintesis o traslocacion de lipidos de la membrana
plaquetaria, por medio de LDL oxidadas que inducen la activacién, el cambio de formay la
agregacion de las plaquetas, que contribuye a la formacidn de trombos, entre otras. También
se presenta por las propiedades antitrombdticas del endotelio que actdan en la interaccién de
las plaquetas y el vaso, que con una disfuncion endotelial se puede inducir una adhesion de

las plaquetas a la pared vascular, entre otras (16).

Los mecanismos moleculares que la activacion plaquetaria, que influye en la lesion
aterosclerdtica, son una reduccion del mantenimiento de propiedades antitromboticas, el
aumento del numero de plaquetas activas circulantes, debido a la generacion de especies
reactivas de oxigeno y un aumento de mediadores protromboticos y proinflamatorios (16).

Las plaquetas se unen al endotelio disfuncional mediante la union entre GPIba plaquetaria
y el FYW endotelial, asi como con la molécula de adhesion endotelial P-selectina,
considerandose este Gltimo como un importante marcador de enfermedad vascular. Se
considera también que tras la activacion plaquetaria estas sufren un cambio organizacional y

reorganizacion con la liberacion de Calcio intraplaquetario que origina procesos de
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activacion plaguetaria como la desgranulacion, con la exocitosis de contenidos de granulos
alfa, densos y lisosomales, donde las particulas principales son ADP, serotonina y calcio de
granulos denso que son clave en la funcion plaquetaria y en el reclutamiento de nuevas
plaquetas, la Sintesis de eicosanoides (Fosfolipasa A2y TxA>), expresion de proteinas de
adhesion de granulos alfa (p-selectina, GPIlIb/lla, FvW, tromboespondina, fibrindgeno,
fibronectina y vitronectina) y exposicion de una superficie plagquetaria procoagulante
(cambio de morfologia de membrana). Con todo lo anterior se produce una amplificacion de
la via de sefializacion, activacion y reclutamiento plaquetario que desencadena en generar un
microambiente protrombético, ademas de potenciar la agregacion plaquetaria y por

consiguiente la formacién de un trombo (16).

Actualmente se sugiere de una secrecion de microvesiculas plaquetarias formadas durante
el proceso de activacion plaquetaria (MPp) que se han descrito elevadas concentraciones
circulantes en pacientes con aterosclerosis, sindromes vasculares agudos y/o diabetes
mellitus que indicaria correlacion con la severidad clinica de la enfermedad aterosclerotica
(16).

3.6. Antiagregantes plaquetarios

Los antiagregantes plaquetarios (AP), actualmente tienen un amplio uso en el area
clinica. Se destaca que su uso esta derivado mayoritariamente para la prevencion de la
trombosis arterial, que es causada principalmente por una activacion plaquetaria. Esta
generacion de trombos se debe fundamentalmente por la afectacion de una enfermedad
aterosclerdtica, la cual produce una rotura espontanea de la placa, que inicio la formacion
del trombo, que puede llegar a realizar un evento trombo oclusivo, bloqueando el flujo

sanguineo vascular o, tras su desprendimiento, generar una embolia (39).
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Fundamentalmente los antiagregantes plaquetarios se reflejan su uso en diferentes
patologias, tales como, cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular isquémica y
enfermedad arterial periférica. Dentro de los farmacos més clésicos estan el acido

acetilsalicilico, dipiridamol, ticlodidona, clopidogrel, etc. (39).

Cabe destacar que los AP tienen diferentes tipos, donde su principal clasificacion, deriva
de la funcion en las fases de la agregacion que acttan, por ejemplo, el dipiridamol actla
inhibiendo la produccion de ADP; acido acetilsalicilico y triflusal inhiben la produccién de
tromboxanos, abciximab y ticlopidina bloquean los receptores de la glucoproteina lla/lllb,
epoprotenol e iloprost son analogos de los inhibidores naturales de la agregacion (40).

Los farmacos antigregantes plaquetarios pueden presentar contraindicaciones asociadas
donde las mas comunes son: varices esofagicas grandes, accidente cerebrovascular reciente
dentro de dos afos, historia de hemorragia intracraneal, trombocitopenia significativa,
cirugia mayor a las 72 horas, hipersensibilidad a la medicacién, sangrado agudo
clinicamente significativo, enfermedad renal terminal en hemodialisis, cirrosis hepatica
descompensada, hipertension severa con una PA> 200/110, la insuficiencia cardiaca

congestiva es una contraindicacion para el uso de cilostazol, entre otros (40).

Los Efectos adversos mas comunes asociados a medicamentos antiplaquetarios, Asma
inducida por la aspirina, PAlipo nasal, Hemorragia digestiva alta por gastritis cronica,
Equimosis, Hematuria, Epistaxis, Disnea relacionada con el ticagrelor, Hemorragia,
Trombocitopenia (41). El dolor de cabeza, las nduseas, la diarrea, el dolor, la infeccion, los
sintomas respiratorios superiores, las palpitaciones, las arritmias y el edema periférico son
los efectos secundarios mas comunes asociados con el cilostazol (42). Cabe destacar que el
Clopidogrel es un farmaco que tiene menor efectos adversos, en comparacion a la
ticlopidina que es similar en su estructura bioguimica pero el clopidogrel aporta mayor

actividad antiagregante (43).
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3.7. Mecanismos de prevencion de ECV de frutas y hortalizas.

Se ha estudiado que el consumo de frutas y verduras posee un efecto de prevencion de
trastornos cardiovasculares prematuros, debido a que se asocian con la reduccion de factores
de riesgo cardiovasculares mediante la reduccién de la presién arterial, el colesterol, el
triacilglicerol y la fibra soluble (44). Se han descrito efectos antitrombdticos (antiagregante
plaquetario, anticoagulante y antifibrinolitico) en diversas frutas y verduras, tales como, Uva
negra, frutilla, pifia, entre otras (9). Ademas, existen compuestos fenolicos (polifenoles)
presentes en alimentos de origen vegetales que se ha demostrado que pueden mejorar la salud

y disminuir la incidencia de enfermedades cardiovasculares(45).

Los polifenoles poseen capacidad de modulacion de actividad de diferentes enzimas
mediante caracteristicas fisicoquimicas propias de estos compuestos, que les permiten
participar en distintas reacciones metabolicas celulares de oxido reduccion, dentro de sus
propiedades mas importante se encuentran que son antioxidantes. La estructura molecular de
estos compuestos se caracteriza por la presencia de uno o varios anillos fendlicos, los cuales
se originan principalmente en plantas, producto de su metabolismo secundario. Los
principales polifenoles son: acido fenolicos (derivados del &cido hidroxibenzoico o del acido
hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y flavonoides (figura 3) (45).
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Figura 3. NUCLEO ESTRUCTURAL DE LOS PRINCIPALES GRUPOS DE
POLIFENOLES. Se sefialan los sustituyentes que corresponden a la estructura concreta de
algunos compuestos. Se numeran los atomos de carbono del nucleo estructural de los
flavonoides (Quifiones, et al., 2012) (45).

Los polifenoles poseen accion antioxidante y en consecuencia poseen efectos
vasodilatadores, mediante la modulacion de la produccion de NO en células endoteliales, a
traves, de un mecanismo dependiente del calcio extracelular, antilipémicas, por medio de la
atenuacion de la oxidacion de las LDL, antitromboticas, debido a la inhibicion de enzimas
implicadas en la sintesis de eicosanoides, antiinflamatoria, inhibiendo ciclooxigenasa o

lipooxigenasa, entre otros efectos (45).

En la agregacion plaquetaria, los polifenoles se han descrito con efectos antitromboticos
(Figura 4) asociado a la reduccion de la susceptibilidad de la activacién y agregacion
plaquetaria, la reduccion de la sintesis de mediadores protrombdticos (sintesis de
eicosanoides) y la disminucion de la expresion génica del factor tisular. De diferentes
extractos se han estudiado los efectos de la agregacion plaquetaria, dando como resultado
que se redujo la respuesta plaguetaria y una inhibicién de la via basada en el &cido
araquidonico. También se han informado varias reducciones: reduccion de la activacion de

la membrana de la glucoproteina Ilb/llla (GPIlIb/Illa), la expresion de membrana de p-
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selectina, la actividad fosfolipasa A2 (PLA2) y ciclooxigenasa, entre otros efectos sefialados
en la tabla 4 (46).

Tabla 4. EXTRACTO DE MECANISMOS DE LOS POLIFENOLES PARA
PREVENIR LA FORMACION DE ATEROSCLEROSIS. (TRADUCCION DE
AUTORIA PROPIA, 2020) (46).

Patologia de la | Polifenoles / alimentos _ y
Mecanismo de prevencion

aterosclerosis ricos en polifenoles
Agregacion Zumo de granada o | © agregacion plaquetaria inducida por
plaquetaria extracto rico en | acido araquidonico y colageno

polifenoles  de la | | Movilizacion de calcio inducida por
granada colageno y éacido
| produccién tromboxano A2

| formacién de H.O»

Cacaoy chocolate negro | | Activacién de la membrana de GPIIb/ llla
inducida por ADP, adrenalina y epinefrina
| Expresion de membrana de P-selectina
inducida por ADP

| Actividad de PLA2 y COX

| Activacion de ROS, 8-iso-PGF2 a y
NOX2

}: disminucion; @: inhibir; ROS: especies reactivas de oxigeno; H.O,: peroxido de
hidrogeno; ADP Difosfato de adenosina; GPIIb / Illa: glicoproteina 1lb / llla; PLA2:
fosfolipasa A2; COX: ciclooxigenasa; 8-iso-PGF2 a. : 8-isoprostano-prostaglandina F2 a. ;
NOX2: NADPH oxidasa 2.
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Figura 4. EFECTOS DE LOS POLIFENOLES EN PLAQUETAS. ADP Difosfato de
adenosina; NO: oxido nitrico; TXA2: tromboxano A2; GP1b: glicoproteina 1b; GPIIb / Illa:
glicoproteina I1b / Illa; vVWF: factor de von Willebrand; PDGF: factor de crecimiento
derivado de plaquetas (Cheng, et al., 2017) (46).

3.8. Physalis peruviana L. (Bayas doradas)

Las bayas doradas provienen de los frutos de Physalis peruviana L. (Solanaceae), que es
cultivada en paises como Chile, Per(, Australia, Nueva Zelanda, etc. Esta fruta contiene
acidos grasos poliinsaturados, carbohidratos, vitaminas A, B, C, E y K1, fitoesteroles,
minerales esenciales (fosforo, hierro, potasio y zinc), fisalina y anandlidos. Esta planta se ha
probado en condiciones fisiopatoldgicas de Hepatoxicidad en ratas y se concret6 como una
nueva terapia de mejoramiento del mecanismo anti-fibrético, retrasar la progresion de la

enfermedad, o reducir las complicaciones (47, 48).
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Las Bayas Doradas posee propiedades antioxidantes, antitumorales, hepatoprotectoras,
inmunomoduladora y antibacteriales. Se reconoce también que su consumo frecuente tiene
un efecto inhibidor sobre el crecimiento de células cancerigenas en el pulmoén (49) y ademas,
un potente hipoglucémico postprandial, que se le ha sido atribuido a su alto contenido de

antioxidantes como tocoferoles y betacarotenos (50, 51).

Tiene la capacidad de que su jugo de bayas doradas o Golden Berries en pacientes con
hipercolesterolemia, reduce significativamente los niveles de colesterol total y cLDL; y no
varia significativamente los niveles de HDL ni triglicéridos. La fibra dietética de las bayas
doradas posee efectos hipocolesterolemiantes, teniendo como mecanismo de accion el
secuestro de los &cidos biliares, la disminucidn de la absorcion de colesterol y la inhibicion

de la sintesis de colesterol (50).

Los extractos etandlicos de hojas poseen actividad antimicrobiana in vitro usando el test
de difusidn en agar contra las bacterias Bacillus subtilis, Sarcinia lutea, Neisseria sp.,
Mycobacterium phlei. El extracto etanolico de las hojas posee ademas actividad contra

Escherechia coli y Candida albicans (52).

Dentro de la composicion quimica de las bayas doradas se ha encontrado con una pulpa
nutritiva, con niveles particulares de altos carotenoides, vitamina C y minerales. Respecto
a las cantidades de fendlicos es de altas cantidades alrededor de 6,3 mg/100 g de jugo como
acido cafeico equivalente (53). El aceite de los frutos de P. peruviana contiene también
vitaminas solubles en grasa como la vitamina E (tocoferoles), asi como vitaminas Ay Cy
carotenos (provitamina A), todos ellos le confieren una mejor estabilidad (54). La

composicion nutricional se sefiala en la Tabla 5.
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Tabla5. COMPOSICION NUTRICIONAL DE LA UCHUVA O BAYA DORADA (55).

Factor nutricional

Factor nutricional por 100g fruta

Calorias 54,00
Agua 79,60
Proteina (g) 1,10
Grasa (9) 0,40
Carbohidratos () 13,10
Fibra (g) 4,80
Ceniza (9) 1,00
Calcio (mg) 7,00
Fosforo (mg) 38,00
Hierro (mg) 1,20
Vitamina A (U.I) 648,00
Tiamina (mg) 0,18
Riboflavina (mg 0,03

Las bayas doradas, presentan diversos beneficios, considerando lo anterior se establece

que esta no presenta niveles de toxicidad evidente en su consumo, que realizo mediante

administracion intragastrica de extracto de Physalis peruviana en ratones (56).

Figura 5. RAMA DE UCHUVA CON FLORACION Y FRUCTIFICACION
SUBSIGUIENTE. (Honicke, Flores, et al., 2000) (57)
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Las hojas de Physalis peruviana L. (Figura 5) se reconocen como ricas en withandlidos
los cuales son un grupo de esteroides naturales con esqueleto de ergostano, donde los
carbonos 22 y 26 estan oxidados en forma de anillo de lactona, formando las lactonas
esteroidales. En su analisis quimico, corresponde a ergosta-22,26-olido, y posee en su
sistema un grupo esteroidal 112- 1-ona. Los withanolidos derivan de la modificacion del
esqueleto ciclo y/o cadena lateral que ocurre en la Familia Solanaceae. Cabe destacar que en
este grupo taxondémico es donde se encuentran principalmente las hojas de P. peruviana las
cuales son ricas en varios compuestos withandlidos. Dentro de los flavonoides se han
aislado de las hojas los 3-rutindsido-, 3-robinobidsido-, 3- rutindsido-7-glucésido-, y 3-
robinobiodsido-7-glucésido-, tanto de kaemferol como de quercetina (58). Adicionalmente

se mencionan las marcha fitoquimica de las hojas de Physalis peruviana L. en la Tabla 6.

Tabla 6. RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS HOJAS DE PHYSALIS PERUVIANA L. (59)

Metabolito Secundario Ensayo Resultado
Esteroides Liebermann-Burchard +
Flavonoides Shinoda +
Taninos Gelatina +
Alcaloides Dragendorff +

Hasta el momento no se ha realizado algun estudio de la influencia de componentes de las
hojas de Bayas doradas sobre las plaguetas, ni su potencial antiagregante plaquetario, por lo
que, segln las caracteristicas quimicas mencionadas con anterioridad, se postula que estas
hojas son un importante agente antitrombatico y anti-aterogénico, considerandose como una

posible via suplementaria de tratamiento preventivo de ECV y sus complicaciones.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

1. Determinar la actividad antiagregante plagquetaria de los extractos de hoja

de la planta productora de bayas doradas Physalis peruviana L.

4.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antiagregante plaquetaria in vitro de las hojas de la

planta Physalis peruviana L.

2. Determinar accion antiagregante plaquetaria de las hojas de la planta

Physalis peruviana L. frente a diferentes agonistas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

- Suero fisiologico (0,9 %)
- ADP (4 uM)

- TRAP-6 (10 uM)

- Etanol Merck.

5.2. Equipos

- RotaVapor Eyela Modelo N-1001
- Refrigerador Whirpool, USA

- Liofilizador Freezone 6, Kansas City, Missouri, Labconco, EE. UU.

- Picadora (Sindelen, 1, 2, 3 silhouette, Chile)
- Sonicador Transsonic 700/H, EIma-Hans Schmidbauer, Alemania
- Lumiaggregometer (Chrono-Log, Havertown, PA, EEUU)

- Contador hematoldgico (Valtek, Universidad de Talca.)

5.3. Obtencion de Reactivos

El cloruro de sodio (p.a.) se obtuvo de Arquimed (Santiago, Chile). La adenosina 5 -

difosfato (ADP) y el péptido activador del receptor de trombina 6 (TRAP-6) se obtuvieron de

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
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5.4. Preparacion de Extracto

Las hojas de la planta Physalis peruviana L. productora de bayas doradas se recolectaron
desde el Centro Regional de Abastecimiento (CREA) de la ciudad de Talca, Chile, el extracto
de hojas se obtuvo de acuerdo a Fuentes et al, las cuales fueron lavadas y molidas en una
picadora (60). Posterior a eso se le afiadio etanol (proporcion de 1mL de etanol /1gr de hoja).
El extracto obtenido fue sometido a rotavapor a 56°C a 90-180 rpm para la eliminacion de
etanol y concentracion del extracto. Posterior a eso, la muestra fue congelada a -20°C y luego
liofilizada, de lo anterior, se dispensaron en tubos de microcentrifuga de 200 pL y se

almacenaron a 4°C hasta su uso.

5.5. Preparacion de suspensiones de plaquetas humanas

El protocolo fue autorizado por el comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad de Talca, se obtuvo un consentimiento informado por escrito de seis
jovenes voluntarios sanos, que cumplieron con los requisitos de exclusion de no haber
consumido ningln antiagregante plaquetario, medicamento anti esteroideo o inflamatorio
en periodo minimo de 15 dias previos a la obtencion de la muestra sanguinea, no ser

fumador, entre otros, que aceptaron participar en el estudio.

Se obtuvieron muestras de sangreVVenosa en tubos de citrato al 3,2% (9:1 v/ v) mediante
flebotomia con sistema de tubos de vacio (Becton Dickinson Vacutainer Systems, Franklin
Lakes, NJ, USA) y una aguja de 21 G (indicada para pacientes adultos). Las muestras de
cada voluntario se procesaron de formaindependiente, con una homogenizacion suave
mediante inversién de 5 veces, dejando reposar por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se realiz6 centrifugacién de los tubos a 1000 rpm durante 10 minutos para
obtener plasma rico en plaquetas (PRP). Se extrajo 2/3 del plasma de PRP de cada tubo para

Su uso posterior y se extrajo de este 1 alicuota de 1 mL de plasma en un tubo plastico, al
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cual se le realizo un recuento de plaquetas en PRP, en un contador hematoldgico (Valtek,
laboratorio de Hematologia de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la Universidad de
Talca). Los tubos iniciales se centrifugaron nuevamente por 10 minutos a 3500 rpm para la
obtencion del plasma pobre en plaquetas (PPP). Posteriormente, el PRP se ajustd a rango de

recuento de plaquetas de entre 200.000 — 300.000 plaquetas/ uL con PPP.

5.6. Agregacion plaquetaria

La agregacion plaquetaria se monitorizo utilizando un lumi-agregémetro (Chrono-Log,
Havertown, PA, EE. UU.). En primer lugar, se realiza una calibracion del equipo con PPP
(blanco). Se dispensa el PRP de la muestra de 392 uL o 398 pL (Recuento de 200.000-
300.000 plaquetas/pL) dependiendo del Agonista a utilizar, se le afiadio 16 pL de muestra
de extracto de hoja de Physalis peruviana L (Concentracion de 1mg/mL), de suero
fisiologico  (0,9%) para la medicion del control negativo o de S. lycopersicum L.
(Concentracion de 1 mg/mL) del control positivo, luego de 5 minutos de incubacion en la cubeta
de reaccion, la cual contiene en su interior una barra magnética que permite que el PRP se
mantenga en constante movimiento, se agregaron, segun el protocolo de la tabla 6, 9 pL de
agonista ADP (Concentracion de 4 uM) o 2,7 pL de agonista TRAP-6 (Concentracién de
10 uM), para iniciar la agregacion plaquetaria, la cual se midié durante 5 minutos en el
agregometro del Laboratorio de Hemostasia y Trombosis de la Universidad de Talca (61).
Todas las mediciones se realizaron por duplicado. Se registraron los resultados de
agregacion plaquetaria que se determinaron por el software del agregémetro mediante una

gréafica de porcentaje de agregacion versus tiempo.
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Tabla 7. ESQUEMA DE TRABAJO DE AGREGACION PLAQUETARIA DE FASE
EXPERIMENTAL. (AUTORIA PROPIA, 2020).

Tipo de Agonista | Cantidad de PRP | Cantidad de Extracto, suero | Cantidad de
de la muestra fisiologico 0 S. lycopersicum L. | Agonista

ADP (4 puM) 392 pL 16 pL 9 L

TRAP-6 (10 pM) 398 pL 16 pL 2,7 UL

La inhibicidn relativa de la cantidad maxima de agregacion plaquetaria fue calculada segun
la siguiente férmula: 100 - ((% AgX = 100) /% AgC) (% Ag X: agregacion relativa del

componente en estudio,% Ag C: agregacion relativa de control)(60).

5.7. Analisis estadistico

Los datos arrojados de las muestras de agregacion plaquetaria fueron analizados segin la

media de los seis participantes del estudio, para el andlisis estadistico se utilizé el test t de

Student, desde el programa computacional GraphPad Prism 5®, cuyos valores p < 0,05

fueron considerados como estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS

6.1. Estudio de la actividad antiagregante plaguetaria inducida por ADP

Para la técnica de agregacion plaquetaria inducida por ADP (4 uM) se realiz6 control
positivo y negativo, para lo cual, se utilizé en el control negativo suero fisioldgico a una
concentracion del 0,9% y en el control positivo se us6 de referente un extracto que tiene
actividad antiagregante plaquetaria, el cual, es proveniente del fruto de Solarium
Lycopersicum (tomate) (60). El procesamiento se realizé con muestra de PRP con los
componentes de cada control, con una incubacion de 5 minutos, posterior a eso se realiza la
medicion de agregacion plaquetaria inducida por ADP (4 uM). La actividad antiagregante
plaquetaria del tomate se evidencia en la figura 6 la cual se obtuvo alrededor de un 90% de
porcentaje de inhibicion y la funcionalidad plaquetaria se observa en el control negativo con

la obtencion de aproximadamente del 85% de agregacion plaguetaria.

ADP (4 uM)
\

Solarium Lycopersicum (1 mg/mL)

Agregacion plaquetaria (%)

o | Control Negativo (Suero fisiolégico 0,9%)

Tiempo (min)

Figura 6. EFECTO INHIBITORIO DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON

EXTRACTO DE SOLARIUM LYCOPERSICUM INDUCIDA POR ADP (4 uM).
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Obtenido de la incubacién de PRP con el extracto de tomate o suero fisiologico al 0,9%, con

una incubacion de 5 min y una realizacion de agregacion plaquetaria por induccién de ADP
(4 uM).

El extracto de Solarium lycopersicum (tomate) presento un porcentaje de inhibicién de la
agregacion plaquetaria alrededor de 98% Yy el porcentaje de agregacion plaquetaria del
control negativo fue de 85%, los cuales se establecen como estadisticamente significativos

como controles de la técnica de agregacion plaquetaria inducida por ADP (4 uM),
representado en la figura 7.

Agregacion plaquetaria (%o)

k& &
——

Control negativo Control positivo
ADP (4 pM) + +
5. Lycopersicum (1mg/mlL) - +

Figura 7. INHIBICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON EXTRACTO
DE SOLARIUM LYCOPERSICUM INDUCIDA POR ADP (4 uM). Se representa en la
gréfica la media méas el Error estdndar de la media (SEM) de las determinaciones por

duplicado en seis pacientes, los valores obtenidos en los 6 ensayos fueron estadisticamente
significativos con un valor p < 0, 001.
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6.2. Estudio de la actividad antiagregante plaguetaria inducida por TRAP-6

Los controles realizados para la agregacién plaquetaria inducida por el agonista TRAP-6
(10 uM) presentan un porcentaje de agregacion alrededor del 85% para el control negativo y

para aproximadamente de 2% para el control positivo, como se evidencia en la figura 8.

TRAP-6 (10 pM)

L

Solarium Lycopersicum (1 mg/mL)

Agregacion plaquetaria (%)

=

Control Negativo (Suero fisiologico 0,9%%)

Tiempo (min)

Figura 8. EFECTO INHIBITORIO DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON
EXTRACTO DE SOLARIUM LYCOPERSICUM INDUCIDA POR TRAP-6 (10 uM).
Se realiza la incubacion de PRP con el extracto de tomate (1mg/mL) o suero fisioldgico
(0,9%), con una incubacion de 5 min y una realizacién de agregacion plaquetaria por
induccion de TRAP-6 (10 uM).

Se representa en la figura 9 la valoracion de los porcentajes de agregacion plaquetaria
estadisticamente significativas, donde el control positivo se representa con un porcentaje
menor respecto al control negativo, siendo este un referente para la técnica y su posterior uso

en el calculo de porcentaje de inhibicion de agregacion plaquetaria.
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Agregacion plaguetaria (%)

ey

Control negative Control positivo

TRAP-6 (10 pM) + +
8. Lycopersicum (1lmg/mL) v

Figura 9. INHIBICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON EXTRACTO
DE SOLARIUM LYCOPERSICUM INDUCIDA POR TRAP-6 (10 pnM). Se representa en
la grafica la media mas el Error estandar de la media (SEM) de las determinaciones por
duplicado en seis pacientes, los valores obtenidos fueron estadisticamente significativos con

un valor p <0, 001.

6.3. Estudio de la Actividad antiagregante plaguetaria del extracto de hojas de

Physalis peruviana L. inducida por ADP

Se realizo el estudio de actividad antiagregante plaquetaria del extracto de Physalis
peruviana L. por el método de agregacioén plaquetaria por ADP (4 um), se utilizd el
agregometro del laboratorio de trombosis y hemostasia de la Universidad de Talca. El
extracto se afiadio a la muestra de PRP y se incubo, posterior a eso se evidencio el porcentaje
de agregacion plaquetaria de aproximadamente un 11% con una pendiente y area bajo la
curva similar a la obtenida con el control positivo, observandose esto en la figura 10.
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ADP (4 pM)

N

Solarium Lycopersicum (1 mg/mL)
Extracto de hojas de Physalis peruviana L. (1 mg/mL)

Agregacion plaquetaria (%)

Control Negativo (Suero fisiologico 0,9%0)

=

Tiempo (min)

Figura 10. EFECTO INHIBITORIO DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON
EXTRACTO DE HOJA DE PHYSALIS PERUVIANA L. INDUCIDA POR ADP (4
pUM). Se realizo la incubacion de PRP con suero fisiologico (0,9%), extracto de Solarium
lycopersicum (1mg/ml) y extracto en estudio de Hoja de Physalis peruviana L. (1Img/mL)
por 5 minutos y posterior a eso se efectud la medicion de agregacion plaquetaria inducida
por ADP (4 uM), se obtuvo una inhibicion de la agregacion plaquetaria de aproximadamente
90%, respecto del control, por parte del extracto en estudio.

Del estudio de agregacion plaquetaria se obtuvieron diversas mediciones, posterior a una
incubacion de las plaquetas con el extracto de hoja de Physalis peruviana L., de las cuales se
obtuvo un 90,2% de porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetario, estos fueron

estadisticamente significativos en relacion con el control (Figura 11).
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Control negative Control positivo Extracto
ADP (4 pM) + + +
&. Lycopersicum (1 mg/mL) - + -
Extracto de hojas de
Physalis peruviana L. (1 mg/mL) - + +

Figura 11. INHIBICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON EXTRACTO
DE HOJA DE PHYSALIS PERUVIANA L. INDUCIDA POR ADP (4 uM). La
representacion de esta grafica de la media mas el Error estandar de la media (SEM) de las
determinaciones por duplicado en seis pacientes, los valores obtenidos fueron

estadisticamente significativos con un valor p < 0, 001.

6.4. Estudio de la Actividad antiagregante plaguetaria del extracto de hojas de

Physalis peruviana L. inducida por TRAP-6

Se determino la actividad antiagregante plaguetaria del extracto en estudio con el agonista
de TRAP-6 (10 uM). En este se observé una actividad aproximada a la del extracto de
Solarium lycopersicum, técnica de referencia para control positivo, con una agregacion

plaguetaria de aproximadamente 9% que se detalla en la figura 12.
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TRAP-6 (10 pM)

N

Solarium Lycopersicum (1 mg/ml)
Extracto de hojas de Physalis peruviana L. (1 mg/mL)

Agregacion plaguetaria (%)

- Control Negativo (Suero fisiolégico 0,9%)

1 min Tiempo (min)

Figura 12. EFECTO INHIBITORIO DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON
EXTRACTO DE HOJA DE PHYSALIS PERUVIANA L. INDUCIDA POR TRAP-6
(10 uM). Se realizo la incubacion de PRP con suero fisiologico (0,9%), extracto de Solarium
lycopersicum (1mg/ml) y extracto en estudio de Hoja de Physalis peruviana L. (Img/mL)
por 5 minutos y posterior a eso se efectud la medicidn de agregacion plaquetaria inducida
por TRAP (10 uM), se obtuvo una inhibicion de la agregacion plaquetaria de

aproximadamente 92%, respecto al control, por parte del extracto en estudio.

Los resultados promedio de porcentaje de inhibicion de agregacion plaquetaria fueron
estadisticamente significativos respecto al control y estos correspondieron en promedio a un

92%, como se observa en la figura 13.
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Figura 13. INHIBICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA CON EXTRACTO
DE HOJA DE PHYSALIS PERUVIANA L. INDUCIDA POR TRAP-6 (10 uM). La
representacion de esta grafica de la media mas el Error estandar de la media (SEM) de las
determinaciones por duplicado en seis pacientes, los valores obtenidos fueron

estadisticamente significativos con un valor p < 0, 001.

En la tabla 8 se detallan los valores de la Media de porcentaje de agregacion plagquetaria
y de inhibicion de esta, con los diferentes agonistas utilizados y su significancia estadistica.
Se determina que los datos reportados fueron estadisticamente significativo respecto a los

controles.
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Tabla 8. DATOS ESTADISTICOS DEL ESTUDIO DE AGREGACION
PLAQUETARIA DEL EXTRACTO DE HOJAS DE PHYSALIS PERUVIANA L.
(AUTORIA PROPIA, 2020).

Tipo de Agonista | Media de Porcentaje de | Porcentaje de inhibicidn de | Significancia
Agregacion plaquetaria | agregacion plaquetaria estadistica

ADP (4 uM) 11,37% 90,3% p < 0,001

TRAP-6 (10 uM) 9,19% 92,9% p < 0,001
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7. DISCUSION

Las Enfermedades Cardiovasculares son la primera causa de muerte a nivel mundial y
nacional (62). En estas patologias la actividad plaquetaria cumple un rol importante en la
presentacion del desbalance entre factores proagregantes y antiagregantes, que como
consecuencia, desencadenan en el rompimiento de la placa aterosclerética, la generacion de

un trombo y el episodio de obstruccion aguda o isquemia de una vaso sanguineo (63).

Se han descrito los factores de riesgo asociados al origen de ECV, donde se presentan los
siguientes: tabaquismo, hipertension arterial, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia,
diabetes mellitus, entre otros, los cuales deben ser el enfoque preventivo de estas

enfermedades, a través, del control o disminucidon de estos factores (64).

En la actualidad la prevencion se enfoca en una disminucion de los factores de riesgo
modificables, por medio de la promocion de alternativas beneficiosas que disminuyan la
incidencia de casos que causen estas enfermedades, mediante intervenciones relativas al
modo de vida, asi como farmacoldgicas, que les ayuden a abandonar el consumo de tabaco,
seguir un régimen alimentario saludable, aumentar la actividad fisica y controlar el peso, la
presion arterial, la lipidemia y la glucemia (65). Esta nueva perspectiva de prevencion se ha
ido enfocando en el estudio de los efectos de diversos componentes de frutas y verduras, ya
que estas, se han estudiado por sus diversas propiedades beneficiosas para la salud.

En la Gltimas décadas, existe evidencia que la prevencién de enfermedades se deriva a un
control de la alimentacion de las personas, es por ello, que incluir frutas y verduras a una
dieta diaria, benefician el prevenir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares por medio
de los componentes protectores, tales como, el poseer una cantidad importante de

antioxidantes y nutrientes que tienen la funcion de proteccion de las lipoproteinas, de la
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oxidacion de las células vasculares y de otros mecanismos, como la disminucién de los
niveles de lipidos en el plasma (colesterol LDL, triglicéridos) y la respuesta a la agregacion
plaquetaria (66, 67).

En los ultimos tiempos ha incrementado la incidencia de enfermedades cardiovasculares
en los paises desarrollados, y con ello ha aumentado la necesidad de encontrar compuestos
antiplaguetarios eficaces que tengan menores contraindicaciones, es por ello, que buscar una
solucion alternativa o suplementaria como el uso de bayas frescas o de extractos de bayas se
presenta como una solucion para la prevencion del desarrollo de estas enfermedades, debido
a que, poseen altas concentraciones de compuestos fendlicos, es decir, acido fendlico,
estilbenoides, flavonoides y lignanos, que tienen efectos en la actividad plaquetaria y con

ello en sistema cardiovascular (66, 68).

La planta Physalis peruviana L, se distribuye en varios lugares del mundo, donde a nivel
nacional se ubica en la zona sur (69). Esta especie se la han atribuido diferentes propiedades
beneficiosas para la salud, donde se destaca, propiedad hipoglicemiante, antinflamatoria, anti
hepatotoxica, antioxidante, entre otras. El fruto de bayas doradas se han descrito la presencia
de varios compuestos bioactivos como polifenoles, provitamina A, Vitamina C, Vitamina E,
etc. Cabe destacar que se ha estudiado la concentracion de compuestos fendlicos y su

capacidad antioxidante, donde este fruto presenta mayor cantidad de estos compuestos (70).

Para este estudio se utilizaron las hojas de la planta Physalis peruviana L., debido a que
extractos de esta especie han demostrado importantes actividades antibidticas, antioxidantes
y antinflamatorias. Se describe la composicion de las hojas con alta cantidad compuestos
activos como flavonoides, alcaloides, triterpenoides, ceramidas, diferentes esteroides, entre
otros (59). En otra investigacion se pudo constatar que las hojas estaban compuestas

mayoritariamente por &cidos de cadena larga, siendo el acido hexadecanoico el mas
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prevalente, cabe destacar que se han reportado que los acidos grasos de cadena larga

presentan actividad antibacteriana y antiinflamatoria (71).

Estudios han revelado que compuestos fenolicos como los flavonoides poseen efecto
vasorrelajante e hipotensor, capacidad antioxidante y antiagregante plaquetario, lo cual
productos naturales que contengan estos componentes, como las hojas de Physalis peruviana

L., se les puede atribuir un efecto protector en la prevencion de las ECV (72, 73).

El estudio del efecto antiagregante plaquetario se ha realizado en varias frutas, tales como,
uva negra (Vitis vinifera), pifia (Ananas sativus), frutilla (Fresalfragaria vesca) y kiwi
(Actinidia deliciosa) y en hortalizas, como por ejemplo, ajo (Allium sativum), la cebolla
(Allium cepa), el cebollin (Allium schoeno rasum), el tomate (Lycopersicon esculentum) y el
melén (Cucurbitacea cucumis melo) (9). Pero no existen registros de estudios de actividad

antiagregante plaquetaria de las hojas de Physalis peruviana L.

El planteamiento inicial de que las hojas Physalis peruviana L. podrian tener actividad
antiagregante plaquetaria, debido a su alta cantidad de polifenoles, tales como, los
flavonoides, se confirma con este estudio su propiedad antiagregante plaquetaria en el
extracto de prueba frente a dos diferentes agonistas, por lo que, el consumo de las hojas

podria tener efectos beneficioso para la prevencion de ECV.

La actividad antiagregante de los extractos etanolicos de las hojas de Physalis peruviana
L. fue de 11,37% inducida por ADP (4 uM) y de un 9,19% inducida por TRAP-6 (10 uM),
ambos valores estadisticamente significativos. Adicionalmente se calculé el porcentaje de
inhibicion de agregacion plaquetaria, donde se obtuvo un 90,3% inducida por ADP (4 uM)
y un 92,9% inducida por TRAP-6 (10 uM) con un p < 0,001, considerando las dos mediciones

como estadisticamente significativas.
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Se puede tener en evidencia que los resultados obtenidos por las hojas de Physalis
peruviana L. se complementan con otros estudios de actividad antiagregante plaquetaria de
como lo es el extracto de lUpulo gastado, que inhibid la agregacion plaquetaria inducida por
ADP en un 11% para 7,5 uM/mL (74). Ademas de estudios in vitro de extracto de la hoja de
Carica papaya encontrandose que actuan directamente en las plaquetas, previenen la
agregacion plaquetaria y posee propiedades estabilizadoras de membrana (75). Estudio de
inhibicion de la agregacion de plaquetas en sangre total por compuestos en extractos de diente
de ajo donde se encontrd0 que la mayor parte de la actividad antiagregante de los

homogeneizados de dientes de ajo se debid a la adenosina, entre otros estudios (76).

Se reconoce también el efecto antiplaquetario de la fruta Granada la cual posee extractos
ricos en compuestos fenolicos, que tiene la capacidad de reducir la agregacion plaquetaria a
bajas concentraciones de fenoles, presento una marcada actividad inhibitoria del ciclo

oxigenasa 1 (COX-1) presentando un efecto antiplaquetario (77).

Se demostro la actividad antiplaquetaria de las hojas de Physalis peruviana L., donde su
consumo se podria realizar, a través, de infusiones, aceites, extraccion de derivados, entre
otros, como un tratamiento suplementario de prevencion de ECV, cabe destacar, que se
necesitan mas estudios respecto a la funcionalidad in vivo de estos extractos, debido a que se
han descrito diferencias de activacién de los flavonoides, especificamente la quercetina, en

sus estudios de efectos in vivo versus los estudios in vitro (73).
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8. CONCLUSION

Los extractos de hojas de Physalis peruviana L. provenientes del Centro Regional de
Abastecimiento (CREA) de la ciudad de Talca, inhibieron la agregacion plaquetaria inducida
por ADP (4 uM) y TRAP-6 (10 uM).

Se coloca en evidencia que los estudios realizados a esta planta han sido enfocados a la
composicion y efectos de sus frutos, por lo que falta evidencia cientifica de los efectos de los
derivados de las hojas, a pesar de lo anterior, la descripcion fisicoquimica de las hojas es de
un alto contenido de polifenoles, entre ellos los flavonoides, lo que pueden estar relacionados

a la actividad antiagregante.

La utilizacién de hojas constituye una alternativa adicional de materia prima para el

consumo de esta planta y sus derivados.

Las hojas se proyectan como una importante alternativa de tratamiento suplementario en

la prevencién de enfermedades cardiovasculares.
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