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1. RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son consideradas una de las principales causas
de muerte en el mundo, y las plaquetas toman un papel importante en estas patologias, ya
que son las que se unen al endotelio cuando este esta dafiado formando trombos. Hoy en dia
la necesidad de nuevos farmacos antiagregantes plaquetarios llevan al estudio de nuevas
moléculas que cumplan esta funcion. Como las plaquetas son anucleadas, la vida media de
ellas esta determinada en gran medida por la salud de sus mitocondrias, y como es en las
mitocondrias donde se produce la mayor cantidad de dafio oxidativo, diferentes estudios
han demostrado que las ubiquinonas protegen a las mitocondrias de este dafio, dado a sus
efectos antiplaquetarios, antioxidantes y antiinflamatorios. Pero actualmente hay una falta
de evidencia sobre la actividad antiplaquetaria de las hidroquinonas y es por esto que en la
siguiente investigacion se evaluara la inhibicion plaquetaria del compuesto D4 y su efecto
sobre la bioenergética mitocondrial, por lo que la metodologia a utilizar sera la extraccion
de plaquetas de individuos sanos donadas previamente a la cual se evaluara la potencial de
membrana mitocondrial, la produccion de especies reactivas de oxigeno y la actividad
citotoxica que genera el compuesto, para dilucidar su posible mecanismo de accién, ya que
segun estudios previos este compuesto demostré que tiene efectos antiagregantes.
Finalmente se concluye que el compuesto presenta efectos sobre la funcién mitocondrial de

las plaquetas.

Palabras claves: mitocondria, hidroquinona, especies reactivas de oxigeno, membrana

mitocondrial, TTP+.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) tienen un impacto significativo en la
salud, ya que, a pesar de los avances en el tratamiento, las ECV se asocian con una
morbilidad y mortalidad significativas, ya que en un evento cardiovascular, la rotura de la
placa aterosclerética conduce a la activacion, adhesion y agregacion plaquetaria, debido a
que existe una amplia variedad de receptores de superficie y moléculas intraplaquetarias
que apoyan y regulan esta activacion, y, los cuales, son factores vitales en la formacién
temprana de un trombo (1). La activacién plaquetaria es un evento complejo de respuesta a
la lesion vascular y la enfermedad aterotrombdtica, por lo tanto, son objetivos potenciales
de la terapia antiplaquetaria para la prevencion y el tratamiento de la trombosis arterial (2).
Los agentes antiplaquetarios son fundamentales para la prevencion de complicaciones y

eventos isquémicos cardiovasculares recurrentes (3, 4).

Las plaquetas son células anucleadas formada por una membrana plasmatica y un
citoplasma, que son producto de la fragmentacion del citoplasma de los megacariocitos en
la médula oOsea, tienen forma de disco u ovaladas en reposo y permanecen en circulacion
durante 7 a 10 dias en condiciones normales. Contienen fundamentalmente tres tipos de
granulos: los granulos densos que liberan difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de
adenosina (ATP), fosfato inorganico, polifosfatos, serotonina y calcio, entre otros; los
lisosomas plaquetarios que contienen elastasas y otras proteasas que facilitan la
degradacion de la matriz extracelular, ademas de crear un ambiente &cido que favorecera la
accion de estas enzimas; y los granulos a que liberan principalmente factor 4 plaquetario,
TGF beta 1, fibronectina, p-tromboglobulina, FYW, fibrindgeno, y factor V y VIII (5, 6).
Las plaquetas desempefian funciones importantes en la hemostasia, la trombosis, la
cicatrizacién de heridas y la aterosclerosis (7). La funcion fisioldgica primaria de las
plaquetas es formar trombos hemostaticos que previenen la pérdida de sangre y mantienen
la integridad vascular, y esta funcién debe estar estrictamente regulada debido a que la
formacion de trombos de manera anormal (trombosis) causa el bloqueo de los vasos

sanguineos, lo que se desencadena en isquemia (8).

Por tanto, las plaquetas en circulacion normal estdn en un estado de reposo no
adherente y se activan en los sitios de lesion vascular después de la exposicion a proteinas
7



adhesivas inmovilizadas o agonistas plaquetarios solubles, como por ejemplo factor tisular.
Por lo tanto, la activacion plaquetaria es un proceso complejo que implica mdaltiples ciclos
de retroalimentacion y el acoplamiento entre diferentes vias, en este caso, las plaquetas se
basan en mecanismos de amplificacion de sefiales secundarias endégenas y su regulacion

para lograr un nivel relevante de respuesta a la lesion vascular (8, 9).

La funcion mitocondrial participa en varios mecanismos de supervivencia y muerte
celular, donde la permeabilizacion de la membrana mitocondrial es un evento considerado
como el punto de no retorno en la activacion de la sefializacion de muerte celular apoptética
intrinseca y no apoptotica (10, 11). Las mitocondrias son una fuente importante de especies
reactivas de oxigeno (ROS), las que se han reconocido como un importante mensajero
secundario y se han identificado varios sitios mitocondriales donde se producen estas ROS,
como la cadena transportadora de electrones (CTE), la cual es la més caracterizada. EI ROS
dominante en la matriz mitocondrial es el H2O.. El acoplamiento entre reacciones redox y
la sintesis de ATP varia entre los tipos de células sanguineas y en condiciones
fisiopatoldgicas donde hay disfuncion mitocondrial, como cancer, diabetes, envejecimiento

y ECV, lo que conduce a diferentes patrones de metabolismos energéticos (10, 11).

Durante las ultimas dos décadas, ha prosperado la investigacion centrada en la
sefializacion celular dependiente de mitocondrias y la muerte celular. El desarrollo de
farmacos terapéuticos capaces de restaurar la funcion mitocondrial es muy importante y
necesario, ya que la focalizacion mitocondrial especifica conduce a farmacos mas precisos
y eficaces. Las investigaciones actuales se basan, en parte, en la premisa de que la
mitigacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) por antioxidantes o agentes dirigidos
a las mitocondrias inhibe la muerte celular. Aunque ain no se comprenden los mecanismos
exactos con los que los agentes dirigidos a las mitocondrias o cationes dirigidos a
mitocondrias afectan la funcion mitocondrial, publicaciones recientes revelan nuevos e
interesantes mecanismos de sefializacién redox inducidos por esta clase de compuestos en

células neuronales y cancerosas (12).

En esta investigacion se usardn moléculas conjugadas con cation trifenilfosfonio

(TPP+) para dirigirlas hacia la mitocondria y evaluar su efecto en la activacion plaquetaria.



3. MARCO TEORICO
3.1. Enfermedades cardiovasculares (ECV)

Las ECV son trastornos del corazon y del sistema circulatorio de tipo crénicos que
van evolucionando gradualmente a lo largo de la vida y son asintomaticas durante mucho
tiempo, cuya causa subyacente de desarrollo es la aterosclerosis, la cual implica una
interaccion compleja entre las vias metabdlicas que gobiernan la deposicion de lipidos, las
respuestas inflamatorias e inmunes a los lipidos oxidados y la disfuncién endotelial, y
cuando estos procesos culminan en una trombosis, se produce también infarto de miocardio
(IM) y accidente cerebrovascular (1, 2). Por lo general, solo una ECV avanzada causa
sintomas o el primer sintoma puede ser la muerte subita, es por esto que los marcadores de
inflamacién, como la proteina C reactiva (PCR), la mieloperoxidasa (MPO) y los niveles de

leucocitos son fuertes predictores de muerte cardiovascular, IM y accidente cerebrovascular

().

Las ECV son causadas por multiples factores, algunos de ellos son invariables,
como la edad, sexo, herencia genética y de manera similar, las personas con afecciones
inflamatorias crénicas como la artritis reumatoide o el lupus eritematoso sistémico (LES)
tienen un mayor riesgo de desarrollar una ECV; otros factores son variables como
tabaquismo, inactividad fisica, hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2, etc. (2, 13).
Las ECV aumentan en incidencia en los ancianos, una tendencia que depende de los
cambios relacionados con la edad en los sistemas vascular y hemostatico, ya que se
considera comunmente que la lesién vascular acelerada por la edad es el resultado de un
aumento del estrés oxidativo (figura 1), en estas condiciones, el envejecimiento se asocia
con inmunosenescencia y se acomparia de un estado inflamatorio cronico que contribuye al
sindrome metabolico, la diabetes y sus consecuencias cardiovasculares (14). Ahora bien, las
ECV implica los procesos bidireccionales de trombosis e inflamacién, en donde durante
estos procesos, las plagquetas se activan, y esta activacion va seguida de la adhesién
plaquetaria que se caracteriza por la expresion de una variedad de glicoproteinas en la
superficie de su membrana (15). En los ancianos, la disfuncion endotelial produce cambios
en la expresion y los niveles plasmaticos de importantes componentes endoteliales

relacionados con la modulacion mediada por endotelio en la hemostasia, estos incluyen
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alteraciones en el metabolismo del Oxido nitrico y prostanoides, endotelina-1,
trombomodulina y factor de Von Willebrand (16).

La reduccién de la morbilidad y mortalidad por ECV es el objetivo de las estrategias
preventivas clinicas y poblacionales, y dado que las ECV son multifactoriales, es necesario
monitorear y actuar sobre varios factores de riesgo diferentes al mismo tiempo (13, 17). La
aterotrombosis, caracterizada por la alteracion de la lesidn ateroscler6tica con formacién de
trombos superpuestos, es el proceso subyacente comun de numerosas manifestaciones
progresivas de sindromes coronarios agudos y muerte cardiovascular. Después de la rotura,
fisura o erosion de una placa aterosclerética; Los eventos aterotrombdticos son
esencialmente procesos impulsados por plaquetas (18). Las plaquetas tienen un repertorio
funcional dinamico que media la funcion hemostatica, sin embargo, la funcion plaquetaria
esta alterada en los adultos mayores, por lo tanto, en el envejecimiento, la correlacion entre
la agregacion plaquetaria en sangre total y las interacciones entre las plagquetas y la pared

arterial (in vitro e in vivo) pueden contribuir a la ECV (14).

{GPCR —__~~ | NADPH
/ oxidase
B\ o .
Platelet
Degranulanon [ T ROS \\
""""" v \
Ca’ Ca’
l B~ o l |
Ca’ Ca‘ <y
| sCD40L l, $GC ) \_
_——— P- selectm PMP Ny
(el

HYPERREACTIVITY

4

P >
THROMBOSIS Inhibition

Activation ———>

Figura 1. Papel del estrés oxidativo en la hiperreactividad plaquetaria durante el
envejecimiento.

Durante el envejecimiento hay aumento del estrés oxidativo en la plaqueta lo que lleva a
una hiperactivacion de ésta teniendo por consecuencia la produccién de trombosis. cGMP:
monofosfato de guanosina ciclico; GPCR: receptores acoplados a proteina G; GTP:
trifosfato de guanosina; NOS: Oxido nitrico sintasa; NO: Oxido nitrico; PMP:
microparticula plaquetaria; ROS: especies reactivas de oxigeno; sGC: guanilato ciclasa
soluble. Adaptado de Fuentes. E, 2016. (14)
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3.2. Plaquetas

Las plaquetas son efectores celulares altamente reactivos de hemostasia y trombosis
en humanos y otros mamiferos; son células enucleadas de 1-2 pm de tamafio, generadas a
partir de megacariocitos, el cual es un proceso sisteméatico y regulado que se cree que
ocurre en la meédula dsea o, como se ha demostrado mas recientemente, en el pulmén (19).
La expectativa de vida de las plaquetas es de 7 a 10 dias (5, 20). La lesion de la pared del
vaso o la formacién de trombos estimula las plaquetas a adherirse a la matriz subendotelial
y a someterse a la activacion, lo que lleva a la agregacion y liberacion de mediadores para
una mayor agregacion, angiogénesis e inflamacion (20, 21). Durante su ciclo de vida
normal, las plaquetas disminuyen de tamafio de manera que las plaquetas jovenes son
considerablemente méas grandes que las mas viejas. Al final de su vida en el vaso o después
de su activacion completa en la incorporacion a un coagulo, los neutrofilos y macréfagos
los extraen del vaso y los transportan al bazo para su eliminacion del cuerpo. En
condiciones fisiologicas, las plaquetas circulan en forma no activa y expresan en su
superficie moléculas que, en estado activado, van a facilitar su interaccion con otras
plaquetas y otras células de su entorno. Junto con la visualizacion de muchas moléculas de
adhesion, las plaquetas median el reclutamiento posterior de células inflamatorias y
permiten interacciones multidireccionales entre leucocitos, células endoteliales, matriz
subendotelial y otras plaquetas, como se observa en la figura 2. Sin embargo, en parte, los
mismos procesos causan eventos clinicos adversos asociados con la oclusion de vasos
tromboticos. (5, 22)
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Platelet role in hemostasis and thrombosis
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Figura 2. Rol de las plaquetas en la hemostasia y trombosis.
La activacion plaquetaria en el vaso ocurre en varios pasos, comenzando con la unioén a la
matriz endotelial o subendotelial seguida de una adhesion firme, aplanamiento de las
plaquetas y transduccion de sefiales intraplaquetarias. El tapon plaquetario inicial
formara un nudcleo en la region de la lesion que es rico en fibrina, P-selectina y
densamente empaquetada. Las plaquetas mas sueltas en el caparazon del trombo rodearan
el nacleo y son mas sensibles a las terapias antiplaquetarias como la inhibicion del
receptor COX-1y P>Y1.. Adaptado de Holinstat. M, 2017. (19)

Ademas, las plaquetas contienen diferentes tipos de granulos desde los que al ser
activadas liberan diferentes factores almacenados en ellos y que a su vez estimulan mas la
actividad de la propia plaqueta. Estos factores tienen tambien efectos bioldgicos sobre otras

células del entorno plaquetario. (5, 19)

Los granulos a son reservorios de proteinas que van desde factores de crecimiento
hasta moléculas de adhesion o receptores que utiliza la plaqueta para interaccionar con
otras células. Entre estos receptores se incluyen las glucoproteinas (GP) Ib y allbp3. Otra
de las moléculas de adhesion contenidas en estos granulos es la P-selectina, que permite la
interaccion de las plaquetas con las células endoteliales, los leucocitos y otras células
inmunitarias. Los granulos densos contienen una variedad de moléculas pequefias como
ADP, ATP, GDP, 5-HT (5-hidroxitriptamina), pirofosfato, magnesio y calcio.
Histéricamente, la liberacion de granulos densos se describié como "rapida” y, de hecho, un
estudio reciente mostré que la liberacion de serotonina se produjo mas rapidamente que el
factor plaquetario 4 (PF-4) de los granulos a, independientemente del agonista utilizado

para estimular las plaquetas. (5, 6, 23)
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3.3.  Activacion plaguetaria (vias de activacion y agonistas)

Las plaquetas contienen fundamentalmente tres tipos de granulos: los granulos
densos, los granulos o y los lisosomas, y pueden ser activadas por numerosos agonistas a
través de diferentes vias, en donde la GPIba actiia en la fase inicial de frenado de las
plaquetas sobre la pared vascular dafiada iniciando el proceso de adhesion plaquetario
uniéndose al colageno y al factor von Willebrand (FvW). La interaccion transitoria entre el
FvW y la GPIba permite el rodamiento o “rolling” de las plaquetas en la zona dafada del
vaso (2, 20). Como resultado, las proteinas contenidas en la pared vascular,
fundamentalmente el colageno, induciran la activacion de las plaquetas y su adhesién firme
a la pared, de tal manera que el colageno y el FYW forman una especie de unidad funcional
para la formacion inicial del trombo, en el que el FvW contribuye a la captura inicial de las
plaquetas en la superficie del vaso y el colageno permite que se establezca una union mas
estable con las plaquetas. Las interacciones plaquetas-leucocitos se estabilizan luego por
eventos dependientes de la integrina B2 para promover el reclutamiento eficiente de
leucocitos en el sitio de la lesion vascular y la formacion de agregados de plaquetas y
leucocitos (5, 20, 21). Después de la deposicion de las plaguetas sobre el FYW y el
colageno, se requiere la agregacion plaquetaria. Esto es posible por la acumulacion local de
agonistas de la activacion de las plaquetas debida a su secrecion desde las plaquetas ya
adheridas a la pared del vaso, en donde las mas comunes son la trombina y ADP, ya que la
activacion plaquetaria éptima inducida por estos agonistas a menudo requiere sinergia o
cooperacion entre diferentes vias de receptores (figura 3). El calcio liberado por la plaqueta
es necesario para la formacion de fibrina, mientras que los polifosfatos actdan como
elementos reguladores en la coagulacion y en el sistema fibrinolitico reaccionando con el
factor XII, entre otros. (2, 5, 20)

13
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Figura 3. Rodamiento, anclaje, adherencia firme y transmigracion de leucocitos
promovida por la deposicion de plaquetas en sitios de lesion vascular.

Las plaquetas se unen al subendotelio expuesto en los sitios de lesion vascular y pueden
adherirse al endotelio inflamado y activado. Las plaquetas adherentes activadas pueden
reclutar leucocitos a los sitios de lesion o inflamacion. Se anotan algunos de los pares de
receptores clave que participan en las interacciones inicial y sostenida entre plaquetas y
leucocitos. ENA, péptido activador de neutréfilos epiteliales; GP, glicoproteina; Gro,
oncogen relacionado con el crecimiento; IL, interleucina; ICAM, molécula de adhesién
intercelular; JAM, molécula de adhesion de la unién; PAF: factor activador de plaquetas;
PSGL: ligando de glucoproteina de selectina P; RANTES, regulado en la activacion,
células T normales expresadas y secretadas. Adaptado de SS Smyth y col, 2009. (20)

La activacion plaquetaria inducida por trombina implica vias de sefalizacion y
receptores aln mas complejas, ya que es el agonista plaquetario mas potente y activa las
plaquetas a traves de los receptores activados por proteasa (PAR, por sus siglas en ingles) y
GPIb-1X-V. PAR-1 y PAR-4 median la mayor parte de la respuesta plaguetaria a la
trombina, en donde PAR-1 es sensible a niveles bajos de trombina, y PAR-4 desencadena la
activacién y agregacion plaquetaria solo a concentraciones altas de trombina. Por otro lado,
el ADP, que se libera de granulos densos es uno de los componentes principales de la
liberacion de plaquetas activadas, actia como agonista en 2 de los receptores de plaquetas
acoplados a proteina G: el receptor P2Y1 acoplado a Gq y el receptor P2Y 12 acoplado a Gi.

La activacion de P2Y1 inicia la agregacion plaquetaria inducida por ADP y es responsable

14



del cambio de forma de las plagquetas. La estimulacion de P2Y1> da como resultado la
amplificacion y estabilizacion de la respuesta de agregacion (figura 4). (2, 24)

La sinergia de estos diferentes receptores mejora en gran medida la sensibilidad de
las plaquetas a concentraciones bajas de trombina, que es importante para la trombosis
arterial (25). Los tratamientos antitrombdticos més eficaces que se utilizan actualmente se
dirigen especificamente a la cascada de retroalimentacion positiva de ADP / P2Y 1,
blogueando los receptores P2Y 1, y limitando asi la activacion y agregacion plaquetaria y
los riesgos de trombosis patoldgica, en particular en el tratamiento de la enfermedad
coronaria. (6)
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Figura 4. Los mecanismos y las respuestas inflamatorias de la activacion plaquetaria.
Durante la inflamacion y dafio endotelial, el colageno subendotelial y el factor von
Willebrand (VWF) que se expresa en las células endoteliales queda expuesto, el cual
promueve la activacion plaquetaria a través de sus respectivos receptores GPVI vy el
complejo GPIbo-1X-V que se encuentran en la membrana plaquetaria. La activacion
plaquetaria conduce a la liberacion de las moléculas contenidas en los granulos a y
densos, como el ADP, que al unirse al receptor P2Y1» de plaquetas circundantes promueve
su activacion de forma irreversible, al mismo tiempo que la unién del fibrindgeno a estas
plaquetas a través del complejo GPIIb/Illa conduce a la formacion de un trombo
plaquetario estable. Las plaquetas activadas expresan P-selectina en su superficie, que se
une al ligando 1 de glicoproteina de P-selectina (PSGL-1) expresado en la superficie de
los neutrdfilos, promoviendo asi el enrollamiento y la adhesion al endotelio. Adaptado de
Wang. Y, 2018. (26)
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3.4. Mitocondrias

Las mitocondrias son orgéanulos autorreplicantes que evolucionaron a partir de una
proteobacteria endocitada por una célula eucariota ancestral a través del proceso de
endosimbiosis (27). Estas tienen una serie de caracteristicas en comdn con un nucleo,
ambas contienen ADN, ambas estan rodeadas por una doble membrana plasmatica y ambas
pueden dividirse durante el ciclo celular. Las mitocondrias albergan procesos energéticos
clave como el ciclo del &cido tricarboxilico (TCA, por sus siglas en inglés) y la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS, por sus siglas en inglés), los cuales estan involucrados
en la produccion de trifosfato de adenosina (ATP), como se observa en la figura 5. Sin
embargo, los estudios han implicado a las mitocondrias en muchos procesos mas alla de la
produccion de energia, como la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
homeostasis de Ca?*, la regulacion de la apoptosis y los mecanismos de respuesta al estrés
(28, 29). La salud y la disfuncion mitocondrial también parecen estar involucradas en el
envejecimiento, asi como en las enfermedades neurodegenerativas, ya que la tasa de
renovacion de las mitocondrias en varias células nucleadas varia de 9 a 24 dias, por lo tanto
teniendo en cuenta la vida util de una plaqueta (7 a 10 dias), la necesidad de las
mitocondrias para la produccion de energia y la incapacidad de reponer constantemente las
proteinas de las mitocondrias codificadas en el nucleo, la vida atil de las mitocondrias

plaquetarias probablemente determina la vida util de las plaquetas.(28-30)
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Figura 5. Metabolismo mitocondrial.

El flujo de metabolitos que incluyen acidos grasos, ciertos aminoacidos, piruvato, ADP y
Pi a través de la membrana externa mitocondrial ocurre a través de VDAC. El catabolismo
de los sustratos respiratorios en el ciclo de Krebs genera NADH y FADH2, que alimentan
la cadena de transportadora de electrones (Complejos I-1V) y apoyan la fosforilacion
oxidativa. El ciclo de Krebs también produce intermediarios metabdlicos liberados al
citosol para la biosintesis de proteinas y lipidos. EI bombeo de protones por la cadena
respiratoria a través de la membrana interna mitocondrial (MIM) genera despolarizacién
de membrana mitocondrial. Los protones que regresan a través de MIM hacia la matriz
impulsan la sintesis de ATP desde ADP y Pi Complejo V. EI ATP mitocondrial es
exportado desde la matriz por el transportador de nucle6tidos de adenina (ANT) y liberado
al citosol a través de VDAC. Adaptado de Fang. D, 2018. (31)

3.5.  Funcion mitocondrial en plaquetas

Las plaquetas de la sangre circulante contienen pequefias cantidades de
mitocondrias completamente funcionales (32). En un estado basal, tanto la fosforilacién
oxidativa como la glucdlisis son una parte importante en la produccion de energia en las
plaquetas, ya que la OXPHOS contribuye aproximadamente al 80% de la produccién total
de adenosina-trifosfato (ATP) en las plaquetas en reposo, lo que sugiere una posible
dependencia de las plaquetas sobre el funcionamiento mitocondrial medio (29, 33). La

agregacion plaquetaria da como resultado un aumento del metabolismo glucolitico, pero se
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ha demostrado que se requiere un sistema de OXPHOS robusto para permitir niveles
Optimos de funcionalidad plaquetaria (11). Se ha demostrado que estas mitocondrias
regulan la funcion protrombotica de las plaquetas a través no solo de la generacién de
energia, sino también de la sefializacion redox y el inicio de la apoptosis (figura 6) (32).
Mientras tanto, solo aproximadamente una quinta parte de la funcion mitocondrial puede
ser utilizada por las plaquetas como capacidad de reserva en condiciones de estrés
oxidativo, ya que, para mantener la demanda de energia generada por la activacion, si esta
es inducida por la trombina, se inicia un cambio metabolico que produce el aumento de la
glucolisis aerdbica, la oxidacion de acidos grasos y la glutamindlisis (32). Mas alla de su
regulacion de la hemostasia, la funcion mitocondrial de las plagquetas también se ha
utilizado tradicionalmente para identificar y estudiar la disfuncion mitocondrial en
enfermedades humanas como el Alzheimer, donde se busca identificar defectos en el
citocromo C oxidasa (32, 34). También se ha estudiado la funcion cambiante de las
plaquetas en el envejecimiento y esta claro que la funcion mitocondrial de las plaquetas
disminuye con el envejecimiento, en parte debido a la pérdida de la actividad del complejo

| de la fosforilacion (34).
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Figura 6. Descripcion general de la produccién de ROS mitocondriales.
La produccion de ROS por parte de las mitocondrias puede provocar dafios oxidativos en
las proteinas, las membranas y el ADN mitocondriales, lo que puede aumentar la
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liberacién de proteinas del espacio intermembrana, como el citocromo ¢ (cyt ¢), al citosol
mediante la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP) vy, por lo
tanto, activar la maquinaria apoptética de la célula. Ademas, la produccién de ROS
conduce a la induccién del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (PTP), que
hace que la membrana interna sea permeable a moléculas pequefias, por lo que no es
sorprendente que el dafio oxidativo mitocondrial contribuya a una amplia gama de
patologias. Ademés, las ROS mitocondriales pueden actuar como una sefial redox
modulable, afectando reversiblemente la actividad de una variedad de funciones en las
mitocondrias, el citosol y el nucleo. Adaptado de Murphy. M, 2009. (35)

Las plaquetas sanas contienen entre 5 y 8 mitocondrias, la mayoria de las cuales no
deben verse comprometidas para que las plaquetas mantengan su funcion adecuada. En
ausencia de control nuclear, la salud de las plaquetas esta determinada en gran medida por

la salud de sus mitocondrias (36).

En las plaquetas, se ha demostrado la presencia de subunidades de nicotiamida
adenina dinucledétido fosfato (NADPH) oxidasa, ya que ROS se generan principalmente por
la reduccion de este complejo enzimatico. Segun estudios recientes se ha sugerido que las
ROS incluyendo anion superdxido, radical hidroxilo (OH-) o perdxido de hidrogeno,
producidas por la disfuncion mitocondrial participan en la activacion plaquetaria y
formacion de trombos (37-39). Los efectos de las ROS sobre la funcién plagquetaria son
variables y dependen de una variedad de factores, en particular el tipo y la concentracion de
las ROS y el medio en el que actuan (40). Los niveles elevados de ROS dentro de las
plaquetas se asocian como un marcador de apoptosis, debido a que las mitocondrias son
reguladores clave de la muerte celular programada por apoptosis, y segun estudios recientes
se sugiere que en las plagquetas apoptéticas las ROS aumentaron y permanecieron elevados
mientras que en plaquetas no apoptoticas estas se hallaban disminuidas, lo que indica que el
potencial dafio plaquetario esta relacionado con la disfuncién mitocondrial, ademas, una
alteracion bioenergética caracterizada por una actividad deficiente del complejo V de la
OXPHOQOS, que conduce a una disminucién de la respiracion mitocondrial, hiperpolarizacién
de la membrana, y produccion de ROS correlacionandose con la activacion plaquetaria (41-
43).

Como se ha descrito, las mitocondrias son organulos de gran relevancia en una
variedad de tejidos importantes altamente dependientes de la energia, incluidos el cerebro,
el corazén y los masculos, por lo que juegan un papel central en la vida y muerte celular y
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se sabe que la disfuncion mitocondrial se ha relacionado en una amplia gama de
enfermedades, como el cancer, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y las
enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la edad, por lo que la produccion
excesiva de ROS debido a una lesion oxidativa producto de una disfuncion mitocondrial se
relaciona con estas enfermedades (40, 43, 44).

Por tanto, la disfuncion mitocondrial plaquetaria podria potencialmente utilizarse
COMoO un nuevo mecanismo para la generacion de farmacos con actividad antiplaquetaria
(36, 45), ya que, las caracteristicas estructurales y funcionales Unicas de las mitocondrias
permiten el direccionamiento selectivo de farmacos disefiados para modular la funcion de

este organulo para obtener beneficios terapéuticos (43).
3.6.  Hidroquinonas

Como se ha visto, las reacciones de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
(ROS) con moléculas bioldgicas in vivo juegan un papel fisioldgico importante en muchas
enfermedades, ya que son entidades que contienen uno o mas atomos de oxigeno reactivos
por lo que son muy inestables y reaccionan rapidamente con otras sustancias del cuerpo, lo
que provoca lesiones en las células o los tejidos. Por otro lado, Los antioxidantes actlan
previniendo la formacion de nuevas especies de radicales libres, convirtiendo los radicales

libres existentes en moléculas menos dafiinas y previniendo reacciones en cadena (46).

Las hidroquinonas (HQ) son compuestos fendlicos que se encuentran en la
atmosfera principalmente como resultado de la quema de benceno. Se han descrito como
compuestos bioactivos que resguardan la funcion mitocondrial y actdan como
antioxidantes, antiinflamatorias y anti-envejecimiento. Recientemente, se ha demostrado
que las quinonas son agentes antiagregantes plagquetarios mediante varios mecanismos
diferentes. La presencia de la triada quinona/semiquinona/hidroquinona permite el
movimiento de electrones a través de las mitocondrias y los cloroplastos en distintos
sistemas bioldgicos. También los sistemas quinona / hidroquinona estan presentes en otras
funciones bioldgicas importantes como el sistema antioxidante y la coagulacién (figura 7).
Cuando la quinona se reduce a su forma redox de ubiquinol activo, puede proteger a las

mitocondrias contra el dafio oxidativo, después de lo cual se recicla a su forma activa por la
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cadena respiratoria mitocondrial (47-49). Se han demostrado que derivados de la
hidroquinona protegen a las mitocondrias de dafio oxidativo, pero sélo una pequefa
proporcion de compuesto administrado externamente es tomado por mitocondrias (47). Es
por esto que teniendo en cuenta el uso farmacoldgico potencial de HQ, es interesante
evaluar los efectos de la estas sobre las funciones plaquetarias.(45, 50, 51)
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Figura 7. Representacion esquematica de la conversion de quinona en semiquinona e
hidroguinona. Tomado de Fuentes. M, 2018 (45).

Por lo tanto, como se ha descrito anteriormente, al haber disfuncion mitocondrial
habria activacion plaquetaria debido al aumento de produccion de ROS segun estudios
recientes, por lo que el direccionamiento de las hidroguinonas hacia la mitocondria
disfuncional seria un potencial mecanismo terapéutico para disminuir ROS y con eso la

activacion plaquetaria (52, 53).
3.7.  Cation Trifenilfosfonio (TPP+)

Es ampliamente reconocido que la activacion y agregacion plaquetaria juega un
papel crucial en el inicio y progresion de enfermedades isquémicas, desafortunadamente,
todos los agentes antiplaquetarios actualmente disponibles tienen efectos adversos Unicos y
una eficacia inferior a la ideal. La administracion de farmacos a unidades subcelulares
especificas es una via terapéutica prometedora en muchas enfermedades humanas, ya que
mejora la eficacia de los compuestos mediante la acumulacion del farmaco cerca del

objetivo especifico y la reduccién de las consecuencias deletéreas de su localizacion
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subcelular fuera del objetivo, ademas, los sistemas de administracion dirigidos pueden
mejorar ciertas caracteristicas del farmaco y, por tanto, superar las limitaciones clésicas de
la administracion de farmacos convencional, tales como baja biodisponibilidad,
insolubilidad y resistencia al farmaco (27, 54).

Como el aumento del dafio oxidativo mitocondrial es una causa primaria o un factor
secundario significativo que conduce al dafio celular y la muerte en la mayoria de las
enfermedades degenerativas, una terapia para minimizar el dafio oxidativo mitocondrial
seria Gtil en una amplia gama de situaciones clinicas (27). Una clase importante de
moléculas dirigidas a las mitocondrias son los cationes lipofilicos deslocalizados (DLC, por
sus siglas en inglés), donde el TPP+, uno de los DLC méas comunes. Los cationes lipofilicos
aprovechan el potencial de intermembrana (A¥Wm) mitocondrial para facilitar su
focalizacion selectiva y acumulacion dentro de la matriz mitocondrial siendo capaces de
penetrar eficazmente las membranas mitocondriales debido a su gran superficie hidrofébica
y distribucion de carga deslocalizada (44). Una gran parte de los cationes lipofilicos
alcanzan concentraciones aproximadamente de 5 a 10 veces mayores en el citoplasma en
comparacion con el entorno extracelular, y estos cationes, inicialmente adsorbidos en la
superficie externa de las mitocondrias, se transportan a través de las membranas externa e
interna y se acumulan a un nivel de varios cientos de veces debido al gran potencial de
membrana a través de la membrana mitocondrial interna, por lo que la focalizacion
mitocondrial masiva esta habilitada por el gradiente electroquimico desde el potencial de la
membrana plasmatica (-30 a -60 mV) al potencial intermembrana, (-150 a -180 mV), que
proporciona una fuerza potente para la focalizacion selectiva de grandes cationes lipofilicos
y su concentracion dentro de las mitocondrias, por lo que uno de los cationes lipofilicos
mas comunmente utilizados para la administracion de farmacos es el TPP + que se conjuga
con un agente terapéutico mediante un enlazador (por ejemplo, cadena de alquilo), ademas,
estudios han demostrado que la modificacién de la hidrofobicidad del sistema conjugado
TPP + -farmaco alargando la cadena de alquilo entre TPP + y el farmaco da como resultado

una mejora significativa en la acumulacion de farmacos en las mitocondrias (27, 44, 55).

La coenzima Qo Y las quinonas relacionadas se han utilizado como terapias para

disminuir el dafio oxidativo mitocondrial, en donde las ubiquinonas administradas por via
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oral pueden ser absorbidas por las mitocondrias, pero solo en un grado limitado, por lo que
una forma de superar esto es apuntar a la ubiquinona a las mitocondrias mediante la
conjugacion con el cation TPP+, de manera tal que este procedimiento conduce a la
acumulacion de la molécula MitoQ, el cual es un derivado de ubiquinona unido al cation
TPP+ por una cadena alifatica de 10 carbonos, en la célula, impulsada por el potencial de
membrana plasmatica y luego se acumula mas en las mitocondrias (Figura 8), donde
estudios informaron que MitoQ protegia selectivamente las mitocondrias contra la isquemia
cardiaca / lesion por reperfusion en ratas (11, 12, 29, 47).
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Figura 8. Acumulacion de MitoQ en células y mitocondrias.

MitoQ primero pasa a traves de la membrana plasmatica y se acumula en el citosol
impulsado por el potencial de la membrana plasmatica (Ayp). A partir de ahi, MitoQ se
acumula varios cientos de veces en las mitocondrias impulsadas por el potencial de la
membrana mitocondrial (Aym). MitoQ Iluego se reduce a la forma de ubiquinol
antioxidante activo por el complejo Il en la cadena respiratoria mitocondrial. La
interaccion con ROS produce la ubiquinona oxidada, forma que posteriormente puede ser
reducida nuevamente por la cadena respiratoria. En las mitocondrias, MitoQ se adsorbera
principalmente en la superficie interna de la membrana interna mitocondrial con el resto
antioxidante ubicado dentro de la bicapa hidrofoba. Adaptado de Cochemé. H, 2007. (47)

En particular, la version dirigida de ubiquinol (MitoQ) se ha utilizado mas
ampliamente, ya que, al ser absorbido rapidamente por mitocondrias se reduce al
antioxidante ubiquinol activo por el complejo 1l en la cadena respiratoria. MitoQ no puede

restaurar la respiracion en mitocondrias que carecen de coenzima Q porque la forma
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reducida de MitoQ es poco oxidada por el complejo I1I; en consecuencia, es probable que
todos los efectos de MitoQ se deban a la acumulacion de la forma antioxidante ubiquinol,
ademas, cuando la forma ubiquinol de MitoQ actia como antioxidante, se oxida a la forma
ubiquinona que luego se reduce rapidamente por el complejo Il, restaurando la eficacia
antioxidante, por lo tanto, MitoQ parece cumplir la mayoria de los requisitos, en
mitocondrias aisladas, de un antioxidante dirigido a las mitocondrias (56, 57).

Las caracteristicas que hacen a los cationes lipofilicos efectivos para administrar
ubiquinonas a las mitocondrias es que pueden pasar directamente a través de las bicapas de
fosfolipidos sin requerir un mecanismo de captacion especifico, y se acumulan
sustancialmente dentro de las mitocondrias debido al potencial de membrana, debido a que
el perfil de energia para el movimiento de un cation lipofilico a través de una bicapa de
fosfolipidos se obtiene combinando el efecto hidrofébico atractivo con las fuerzas
electrostaticas repulsivas, llevando a la union de los cationes TPP+ en la superficie de la
membrana mitocondrial donde se genera un pozo de energia potencial que esta en el lado
hidrofébico de la interfaz lipido/agua de la membrana, aproximadamente al nivel de los

carbonilos y carbonos C2 de los grupos acilo grasos de los fosfolipidos (47).

La modificacion de moléculas a base de TPP+ que facilitan el direccionamiento de
las mitocondrias posee potentes efectos bioldgicos, los cuales han sido expuestos en
diferentes investigaciones donde las moléculas pequefias que contienen TPP+ son efectivas.
Ademas, tiene una serie de implicaciones importantes para la interaccion de MitoQ con las
mitocondrias, ya que, la concentracion en estado estacionario de cationes lipofilicos en el
nucleo hidrofébico de la membrana es insignificante, aunque se muevan facilmente a través
de las membranas, ademas, estos compuestos tienen una fuerte tendencia a adsorberse en la
superficie de las bicapas de fosfolipidos en respuesta al pozo local de energia potencial, por
lo tanto las ventajas del direccionamiento mitocondrial basado en TPP+ sobre otros
enfoques para el suministro mitocondrial de moléculas pequefias incluyen la estabilidad del
TPP+ en sistemas bioldgicos, ya que posee una combinacion de propiedades lipofilicas e
hidrofilicas, una baja reactividad quimica hacia componentes celulares, y la falta de
absorcion de luz o fluorescencia en la region espectral visible o infrarroja cercana (NIR) les

da la capacidad de atravesar facilmente todas las membranas (12, 47, 57).
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Pese a esto, no esta claro como la hidrofobicidad afecta la tasa y el alcance de su
captacion en las mitocondrias dentro de las células, lo que dificulta la interpretacion de los
experimentos porque su concentracion intracelular en diferentes compartimentos es incierta
(58). Sin embargo, a pesar de su eficaz prevencion in vitro del dafio mitocondrial, los
cationes lipofilicos adolecen de un gran inconveniente. La acumulacion de carga en la
matriz da como resultado la despolarizacion de la membrana mitocondrial, lo que puede

explicar la toxicidad de estos compuestos en concentraciones > 10 uM (29).
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4. HIPOTESIS
La presente memoria tiene por hipoétesis lo siguiente:

El compuesto D4 inhibe la funcion mitocondrial plaquetaria.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

5.1.1. Evaluar el efecto inhibitorio del compuesto D4 sobre la activacién y funcién
mitocondrial plaquetaria.

5.2.  Objetivos especificos

5.2.1. Estudiar el efecto del compuesto D4 sobre el potencial de membrana
mitocondrial.

5.2.2. Determinar el efecto del compuesto D4 sobre la produccion especies reactivas
del oxigeno.

5.2.3. Evaluar el efecto del compuesto D4 sobre marcadores de activacion plaquetaria.
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6. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizara basandose en métodos in vitro, realizandose el
analisis por triplicado de cada muestra. El procedimiento experimental se realizard en los
Laboratorios del Centro de Investigacién en Trombosis (CIT) de la Universidad de Talca.
El protocolo fue aprobado por el comité de ética cientifica N°5-2018.

6.1. Compuesto D4

Estructura y peso molecular del compuesto D4 el cual es estudiado durante la

investigacion.

OH O
O‘ @

Peso molecular: 629,57 g/mol

6.2.  Preparacion de buffer Tyrodes sin calcio

Para preparar el buffer Tyrodes sin calcio se pesaron los gramos de los reactivos indicados
en la tabla 1 en un vaso precipitado. Luego se afiadio el Buffer Hepes, se aforar6 a 250 ml

con agua destilada y se ajusté a pH 7,4.

Tabla 1. reactivos de buffer Tyrodes sin calcio.

Reactivo | PM Concentracion | Volumen | mmol/50 | Gramos ml
final (mM) agua dest. | ml
Final (ml)

NaCl 58,4 134 250 6,7 1,956 -
NaHCO3 | 84 12 250 0,6 0,252 -
KCI 74,55 2,9 250 0,145 0,054 -
Na2HPO4 | 141,9 0,34 250 0,017 0,012 -
MgCI2 x | 203,21 1 250 0,05 0,051 -
6H20

Glucosa 180,15 5 250 0,25 0,225 -
Buffer - 10 250 0,5 - 2,5
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| Hepes | | | | | |

*Los gramos/ml de cada reactivo estan calculados para un volumen final de 250 mL de
agua destilada.

6.3.  Preparacion de plaguetas humanas

Las plaquetas se obtuvieron de la sangre humana de voluntarios sanos con
consentimiento informado por escrito. Brevemente, se extrajo sangre completa con &cido-
citrato-dextrosa (ACD) 4:1 v/v y se centrifug6é a temperatura ambiente durante 10 min x
240 g (baja aceleracion y desaceleracién) para obtener plasma rico en plaquetas (PRP). A
continuacion, el PRP se centrifugd a temperatura ambiente durante 8 min x 800 g y el
sedimento de plaquetas se resuspendio en tampon de Tyrode sin calcio:ACD (5:1 viv) y se
lavd por centrifugacion a temperatura ambiente durante 8 min x 800 g, siendo finalmente
resuspendido en tampon de Tyrodes sin calcio. Las plaquetas se contaron con un analizador
de hematologia (contador hematologico Mindray BC-3000 Plus, Japon) para ser ajustadas

al recuento deseado y se utilizaron dentro de las 3 h de la extraccion de sangre (59).

6.4. Ensayo de citotoxicidad LDH

Para evaluar la citotoxicidad del compuesto en estudio, se utiliz6 LDH Cytotoxicity
Assay Kit (Cayman Chemical). Las plaquetas lavadas (protocolo 6.3) fueron ajustadas a un
recuento de 200.000 plaquetas/pL aproximadamente y se afiadié CaCl, (2 mM) al pool de
plaquetas. Esta suspension fue dividida en distintas condiciones de estudio: Control con
DMSO 0,2%; Control positivo citotoxicidad (Triton 10%); Control reactivo; Compuesto en
estudio (200 uM). Las condiciones se incubaron por 10 minutos a 37 °C. Posteriormente, se
centrifugaron por 8 minutos a 3000 rpm a 4°C. Se tomaron 100 pL del sobrenadante y se
sembraron en microplaca de 96 pocillos. Posteriormente se adicionaron 100 pL de solucion
de reaccion de LDH a cada condicion. Finalmente, la microplaca se incubo durante 30
minutos a 37 °C en agitacion orbital constante. La lectura se realiz6 a 490 nm en

Microplate Reader Thermo Scientific Multiskan Go.

6.5. Marcador de activacion de P-selectina

Para realizar el ensayo de P-selectina se utilizaron plaquetas lavadas (protocolo 6.3)

las cuales fueron ajustadas a un recuento de 250.000 — 300.000 plaguetas/pL
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aproximadamente. Este pool de plaquetas se dividié en distintas condiciones de estudio: se
tomaron 490 pL de plaquetas y se le agregaron 1 uL DMSO y 10 pL de CaClz (2 mM)
siendo estas plaquetas basales o control (condicion 1). A 485 uL de plaquetas se le
agregaron 1 yL DMSO y 10 pL de CaCl> (2 mM), siendo estas las plaquetas activadas
(condicién 2). A 485 uL de plaquetas se le agregaron 1 pL del compuesto en estudio en la
concentracion deseada y 10 puL de CaCl> (2 mM) (condicion 3). Se preincubaron las tres
condiciones de estudio por 10 minutos a temperatura ambiente y luego se inicio la reaccion
con el agonista en las condiciones 2 y 3 utilizando 5 pL Convulxin (CVX) (5 ng/ml). Se
incubaron todas las condiciones de estudio por 5 minutos a 37°C. Se tomé una alicuota de
30 uL de cada condicion de estudio y se marcé en oscuridad con 1 uL de anticuerpo CD62
PE: P-selectina. Se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se diluyo
el tubo marcado con 200 pL de TAF sin calcio y se leyo en citometro de flujo.

6.6. Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de la membrana mitocondrial (A¥m) se evalud utilizando el tinte
permeante de la célula tetrametilrodamina metil éster perclorato (TMRM). Las plaquetas
lavadas se cargaron con TMRM (100 nM) y luego se incubaron con DMSO al 0,2%
(Control), el compuesto y Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) (1 uM)
a 37 °C durante 20 min. A continuacion, las muestras se analizaron con el citometro de
flujo Accuri C6 (BD, Biosciences, EE. UU.) (59).

6.7.  Niveles de especies reactivas del oxigeno

El nivel de ROS intraplaquetario se determiné mediante citometria de flujo,
utilizando la sonda Dihydroethidium (DHE). Plaquetas lavadas (protocolo 6.3) fueron
ajustadas a un recuento de 50.000 plaquetas/pL aproximadamente. Se afiadié CaCl; (2 mM)
al pool de plaquetas y posteriormente se marco en oscuridad con la sonda DHE (10 uM).
Esta suspension fue dividida en distintas condiciones de estudio: Control con DMSO 0,2%;
Control positivo ROS intracelular (Antimicina A 10 uM); y compuesto en estudio (1; 5; 10
uM). Las condiciones fueron incubadas durante 30 minutos a 37° C en oscuridad. A
continuacion, las muestras se analizaron con el citometro de flujo Accuri C6 (BD,
Biosciences, EE. UU.)
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6.8.  Andlisis estadistico

El andlisis estadistico utilizado fue ANOVA (Tukey test) con un p<0.05 para

considerar resultados estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS

7.1.  Ensayo de liberacion de Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Se utilizé el Kit de ensayo de citotoxicidad de alta sensibilidad (Cayman), mediante
colorimetria. La condicién basal corresponde a las plaquetas con el vehiculo (DMSO
0,2%); se utiliz6 Tritdon 10% como control de méaxima citotoxicidad; ElI compuesto D4 fue
analizado en las concentraciones 1, 2, 5, 10 y 20 uM. El andlisis estadistico utilizado fue

ANOVA (Tukey test). Basal vs D4 20 uM ***p<0.0001. n = 6.

Como se muestra en la figura 9, el compuesto D4 a las concentraciones 1, 2, 5y 10
MM no presento cambios estadisticos significativos con relacion a la citotoxicidad, mientras
que a la concentracion de 20 puM el compuesto aumento estadisticamente la citotoxicidad

en plaquetas dando paso a los siguientes estudios.
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Figura 9. Efecto del compuesto D4 sobre la liberacion de LDH (viabilidad celular).

7.2. Marcador de activacion: P-selectina

Se utilizo el anticuerpo anti-CD62 PE, mediante citometria de flujo. La condicion
basal (sin agonista) corresponde a las plaquetas con el vehiculo (DMSO 0,2%); se utiliz6 el
agonista CVX 5 ng/ml para activar a las plaquetas; ElI compuesto D4 fue analizado en las
concentraciones 1, 5y 10 uM. Las plaquetas fueron identificadas a partir de la poblacion
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CD61 positivo. El analisis estadistico utilizado fue ANOVA (Tukey test). Basal vs
Activado #p=0.017; Activado vs D4 10 uM **p=0.003. n = 4.

Como se observa en la figura 10, al activar las plaquetas con el agonista CVX se
produce un aumento significativo en la expresion de P-selectina, al comparar con las
plaquetas en estado basal. Cuando las plaquetas fueron preincubadas con distintas
concentraciones del compuesto D4 y luego activadas con CVX, se observa que el
compuesto D4 a las concentraciones 1 y 5 uM no presentd cambios estadisticamente
significativos en la expresion de P-selectina, mientras que a la concentracion de 10 uM
disminuyd significativamente la expresion de P-selectina.

# Agonista CVX
100 B Agon

*%*

% Plaquetas positivas
(P-selectina)
al
o

D4 [uM]

Figura 10. Efecto del compuesto D4 sobre la expresion de P-selectina.

7.3. Potencial de membrana mitocondrial

Se utilizé la sonda TMRM, mediante citometria de flujo. La condicion basal
corresponde a las plaquetas con el vehiculo (DMSO 0,2%); se utiliz6 FCCP 1 uM como
control de disminucion del potencial de membrana mitocondrial; EI compuesto D4 fue
analizado en las concentraciones 1, 5y 10 uM. Las plaquetas fueron identificadas a partir
de la poblacion CD61 positivo. El andlisis estadistico utilizado fue ANOVA (Tukey test).
Basal vs FCCP **p=0.001; Basal vs D4 5 uM **p=0.0076; Basal vs D4 10 uM
***p<0.0001. n = 4.
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Como se ve en la figura 11, el control desacoplante mitocondrial FCCP disminuyo
significativamente el potencial de membrana mitocondrial plaquetario respecto a la
condicion basal de las plaquetas. En el caso del compuesto D4 a las concentraciones 5y 10
MM se observa una disminucion estadisticamente significativa en el potencial de membrana
mitocondrial plaquetario, mientras que a la concentracion de 1 pM no hubo diferencias

significativas.
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Figura 11. Efecto del compuesto D4 sobre el potencial de membrana mitocondrial
(A¥m).

7.4. ROS intracelular

Se utilizé la sonda DHE, mediante citometria de flujo. La condicion basal
corresponde a las plaquetas con el vehiculo (DMSO 0,2%); se utiliz6 Antimicina A 10 uM
como control positivo de aumento de ROS; El compuesto D4 fue analizado en las
concentraciones 1, 5y 10 uM. Las plaquetas fueron identificadas a partir de la poblacion
CD61 positivo. El anélisis estadistico utilizado fue ANOVA (Tukey test). Basal vs

Antimicina A ***p<0.0001. ns: No significativo. n =4

En la figura 12, se puede observar que el control inductor de ROS Antimicina A 10
uM aumentd significativamente los niveles de ROS intracelular en las plaquetas. Para el
compuesto D4 a las concentraciones 1, 5y 10 uM no presentan diferencias significativas en

los niveles de ROS al comparar con las plaguetas en estado basal.
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Figura 12. Efecto del compuesto D4 sobre los niveles de ROS intracelular.
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8. DISCUSION

Las ECV siguen siendo la principal causa de muerte en Europa, donde mas del 80%
de la mortalidad y la discapacidad causada por esta enfermedad se produce en los paises en
desarrollo, en el cual principalmente estd asociado a factores de riesgo modificables, como
los hébitos de vida y los no modificables, como la edad y el sexo, siendo estos ultimos los
que mas afectan a personas de 65 afios 0 mas, ya que presentan un deterioro funcional del
organismo (60, 61). Por tal motivo es necesario encontrar nuevos medicamentos
antiagregantes que ayuden a prevenir eventos cardiovasculares, considerando que la
funcion plaquetaria normal se altera en condiciones patoldgicas y se asocia con un mayor

riesgo de trombosis (10), siendo el horizonte de esta investigacion.

Por otro lado, la activacion plaquetaria estimulada por una amplia variedad de
agonistas esta regulada por ROS, donde las mitocondrias son la fuente principal de la
generacion de ROS y ejercen un papel central para mejorar dicha activacion (10). Sin
embargo, el exceso de ROS intracelular genera un dafio oxidativo mitocondrial,
promoviendo la patogénesis de diversas enfermedades degenerativas, por lo que se produce
una sobre activacion plaquetaria promoviendo trombosis; pero se ha demostrado que
compuestos como quinonas o hidroquinonas protegen a las mitocondrias del dafio oxidativo
inhibiendo la activacién plaquetaria, pero al ser administrada de manera externa solo una
pequefia proporcion del compuesto es absorbida por las mitocondrias en condiciones
normales (10, 47, 62).

Ahora bien, como se ha descrito en esta memoria, el dafio oxidativo mitocondrial
puede ser una causa de la activacion plaquetaria, mas ain cuando se sabe que las plaquetas
carecen de nucleo y su Unica maquinaria de regulacion es la mitocondria; ademas, como es
bien sabido que el catién lipofilico de TPP+ puede ser absorbido por las células a través de
la membrana plasmatica, por lo que la asociacion de este compuesto con una hidroquinona
garantizara una mayor concentracion del compuesto a nivel mitocondrial, y de esta manera
se puede estimar que tan beneficioso es el uso de hidroguinonas para disminuir la

activacion plaquetaria, siendo el target de estas la mitocondria.

36



El compuesto D4, que es el que se estudia en esta investigacion, es una
hidroguinona que esta conjugado con un cation de TTP+, por lo que estd dirigido a la
mitocondria plaquetaria, y se estudia que efecto tiene sobre esta y si disminuye la
activacion plaquetaria. En estudios previos, se determind que este compuesto tiene
actividad antiagregante, por lo que ahora fue necesario estudiar su efecto sobre la viabilidad
celular para determinar las concentraciones sin efecto citotdxico sobre las plaquetas. Para
estimar esto se realiz6 un ensayo de liberacion de LDH donde se utiliz6 el kit de ensayo de
citotoxicidad de alta sensibilidad Cayman. La condicién basal corresponde a DMSO 0,2% y
se utiliza Triton 10% para generar la citotoxicidad maxima correspondiente a la liberacion
del 100% de LDH. Finalmente, las plaquetas con concentraciones del compuesto a 1, 2, 5,
10 y 20 puM, donde mediante colorimetria se mide la liberacion de LDH que se interpreta
como que tan citotoxico es el compuesto, considerando que este método se centra en la
cuantificacion de las enzimas liberadas, en este caso LDH, por las células dafadas (63). A
las concentraciones de 1, 2, 5y 10 uM no se afecta la integridad de las plaquetas, debido a
que el porcentaje de citotoxicidad no presenta diferencias significativas con la condicion
basal. De manera tal que a estas concentraciones el compuesto D4 no es citotdxico y da la
certeza que no habra destruccion celular al utilizarlo en los siguientes ensayos como se
observa en la figura 9. EI compuesto D4 20 uM produjo un aumento significativo de la
citotoxicidad en plaguetas lavadas, descartandose su utilizacion para los siguientes ensayos.
Segun un estudio donde se utilizé la mitoquinona (MitoQ) conjugado con el cation TPP+
para evaluar sus efectos en la actividad plaquetaria mediante su acumulacién en la
mitocondria en plaguetas humanas in vitro, se evaluaron tres concentraciones distintas del
compuesto, y para determinar su citotoxicidad e induccién de apoptosis los autores
midieron los niveles de LDH y expresion de fosfatidilserina (PS), donde los autores
obtienen que a la concentracion de 10 uM hay un aumento significativo de los niveles de
LDH, determinando que a esta concentracién el compuesto es citotdéxico, donde ademas
presenta un aumento de expresion de PS en la membrana plaquetaria, lo cual indica que hay
induccion de apoptosis; mientas que por otro lado, en las concentraciones de 1 y 5 uM no
hay cambios significativos sobre la citotoxicidad y la induccion de apoptosis, por lo que
ellos concluyen que se puede evaluar el efecto antiagregante de MitoQ con estas

concentraciones (63). Ahora bien, en otro estudio donde se evalué la capacidad
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antiagregante de derivados de lawsone que es un compuesto natural de la familia de las
naftoquinonas, los autores realizaron estudios de citotoxicidad mediante liberacién de LDH
en plaquetas in vitro previo a la realizacion de estudios de agregacion plaquetaria para
determinar las concentraciones a las que se puede trabajar estos compuestos derivados,
donde ellos obtuvieron que la deteccion de citotoxicidad por fuga de LDH en 6 de los 8
compuestos derivados a la concentracion mas alta probada (100 uM) no ejercen
citotoxicidad en las plaquetas mientras que los otros dos derivados si presentaron cambios
significativos en la liberaciéon de LDH, por lo que los autores describen que pese a que las
quinonas pueden tener actividad antiagregante, a ciertas concentraciones pueden presentar

un grado de citotoxicidad (64).

Como marcador de activacion plaquetaria se utilizd la expresion de P-selectina, la
cual es una glicoproteina que se expresa en la membrana luego que hay activacion de las
plaquetas (15). La condicion basal corresponde a plaquetas solo con DMSO, mientras que
para la activacion de las plaquetas se utilizo como agonista el CVX 5 ng/ml, el cual es un
agonista que actta sobre el receptor GPVI, que es el principal receptor de sefializacion
del colageno (65). El agonista activa a las plaquetas, generando la secrecion de granulos, de
tal manera que hay un aumento en la expresion de P-selectina en la membrana plaquetaria,
cuantificada por la emision de fluorescencia en un citdbmetro de flujo mediante el marcaje
con anti-CD68. De esta manera, se evalUa si a las distintas concentraciones del compuesto
hay disminucion de la expresion de P-selectina lo que se traduce en una inhibicién
significativa de la activacion. Como se observa en la figura 10, a la concentracion de 10 uM
del compuesto en estudio hubo disminucién de la expresion de P-selectina, por lo tanto, a
esta concentracion hay inhibicion de la activacion plagquetaria, mientras que a las demas
concentraciones no hubo cambios estadisticamente significativos. En un estudio realizado
en 2020 se evaluaron una serie de compuestos de orto-carbonil hidroquinonas en plaquetas
humanas in vitro, donde luego de la realizacion de pruebas de agregacion y citotoxicidad se
determind que dos de los compuestos estudiados no eran citotoxicos para las plaquetas y
generaban una inhibicion de la agregacion plaquetaria cuando esta era inducida por los
agonistas TRAP-6 y colageno, por lo que los autores decidieron evaluar la actividad
antiplaquetaria de estos dos compuestos, denominados compuestos 3 y 8, frente a la

activaciéon con TRAP-6 y colageno mediante la medicion de expresion de P-selectina en la
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membrana plaquetaria. Los autores describen que cuando hay activacion plaquetaria con
trombina y coladgeno hay cambios conformacionales que conducen a la translocacion a la
superficie plaquetaria de la P-selectina, y segun los resultados obtenidos por ellos cuando
hay activacion inducida por colageno y TRAP-6 (el cual es un analogo de la trombina) hay
una disminucién significativa de la expresion de P-selectina dada por los compuestos 3 y 8
(59). En otro estudio donde se evalud la actividad antiplaquetaria de una serie de
compuestos de acilhidroquinonas y acilclorohidroguinonas en plaquetas humanas in vitro,
los autores luego de realizar ensayos de citotoxicidad y activacién plaquetaria determinaron
que el compuesto 38 era el que presentaba una mejor actividad antiagregante, por lo que
decidieron estudiar la expresion de P-selectina cuando las plaquetas eran estimuladas con
TRAP-6 y CVX frente a las concentraciones de 2 y 20 uM del compuesto 38, donde
obtuvieron que a la concentracion de 20 uM del compuesto 38 habia inhibicion de la
expresion de P-selectina tanto en la activacion con TRAP-6 como con CV X, por lo que, en
conjunto con otros resultados obtenidos, los autores determinaron que este compuesto
disminuyé un objetivo central en la activacion plaquetaria humana como la funcion
mitocondrial y, por lo tanto, ejercio una potente inhibicion no selectiva de la agregacion

plaquetaria (18).

Para identificar el posible mecanismo de accion del compuesto D4, se realizaron
técnicas de funcién mitocondrial, como es el potencial de membrana mitocondrial,
mediante citometria de flujo con la sonda tetrametilrodamina (TMRM), la cual es un tinte
fluorescente que mide la transicion de la permeabilidad mitocondrial y la despolarizacién
de la membrana mitocondrial (66), ya que es absorbida a nivel del espacio intermembrana
de la mitocondria (67), por lo que cuando el potencial de membrana disminuye, esta se
acumula en menor grado y se genera una menor sefial de fluorescencia. Ahora bien, como
control de disminucién de potencial de membrana mitocondrial, se utiliza el desacoplante
FCCP, que es un desacoplador clasico de la fosforilacion oxidativa y se utiliza ampliamente
para inducir disfuncion mitocondrial a través de la interrupcion del potencial de membrana
mitocondrial, disminuyéndolo (68), por tal motivo, como se observa en la figura 11, el
potencial de membrana mitocondrial disminuye significativamente con FCCP. Dentro de
las concentraciones evaluadas del compuesto D4, la concentracion 1 uM no presentd

disminucion del potencial de membrana con respecto al control basal, mientras que a las
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concentraciones de 5 y 10 uM del compuesto D4 si hay una disminucion significativa del
potencial de membrana mitocondrial, como se observa en la figura 8, por lo que segln
nuestros resultados se podria establecer que uno de los mecanismos de accion del
compuesto D4 para disminuir la activacion plaquetaria seria disminuyendo el potencial de
membrana mitocondrial, aunque se necesitan estudios adicionales para determinar el
mecanismo exacto de accion. En el mismo estudio descrito anteriormente donde se
evaluaron compuestos de orto-carbonil hidroquinonas en plaguetas humanas in vitro, los
autores estudiaron los cambios que producian los compuestos 3 y 8 frente a la activacion
con colégeno en la bioenergetica mitocondrial plaquetaria luego de establecer que tenian
accion antiplaquetaria, donde segun sus resultados describen que el compuesto 3 no
produjo cambios en el potencial de membrana mitocondrial, mientras que el compuesto 8
indujo una disminucion del potencial y aumentd la produccién de ROS a altas
concentraciones, por lo que los autores describen que la produccion de ROS puede generar
fugas en el gradiente electroquimico cambiando el potencial de membrana mitocondrial
siendo este un posible mecanismo de accion antiplaguetaria (59). En el mismo estudio
descrito anteriormente donde se evalué la actividad antiplaguetaria de una serie de
compuestos de acilhidroquinonas y acilclorohidroguinonas en plaquetas humanas in vitro,
los autores luego de determinar que el compuesto 38 era el que presentaba una mejor
actividad antiagregante, y luego de estudiar la expresion de P-selectina cuando las
plaquetas eran estimuladas con TRAP-6 y CVX frente a las concentraciones de 2 y 20 uM
del compuesto 38, evaluaron los cambios que el compuesto 38 generaba en la membrana
mitocondrial plaquetaria, donde obtuvieron que a la concentracion de 20 uM del compuesto
38 habia disminucion del potencial de membrana mitocondrial en relacion al control basal y
el control positivo con FCCP, por lo que, en conjunto con los demas resultados obtenidos,
los autores determinaron que este compuesto produce una disminucion en la activacion

plaquetaria mediante cambios en la funcion mitocondrial (18).

Ahora bien, otro de los parametros mitocondriales que se evaluaron con el
compuesto D4, fue la produccion de ROS intracelular, donde a través de citometria de flujo
se midié la fluorescencia emitida de la sonda DHE, la cual marca las especies reactivas de
oxigeno, especificamente el superoxido y peroxido de hidrogeno (69). El control positivo

de la técnica es el uso de antimicina A 10 uM, ya que esta inhibe la actividad de la cadena
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transportadora de electrones a nivel de citocromo C reductasa en el complejo IlI,
aumentando los niveles de ROS intracelular (70). Como se observa en la figura 12, el
compuesto D4 no produjo cambios significativos en los niveles de ROS intracelular a
concentraciones de 1, 5y 10 uM. Existe evidencia que algunas quinonas, como MitoQ, si
producen disminucion de los niveles de ROS intraplaquetario, ya que, en un estudio
realizado en plaquetas ex vivo de ratones con deficiencia del gen IEX-1 donde hubo un
aumento en la producciéon de ROS inducida por radiacién, los autores describen que
después del tratamiento con MitoQ, hubo una reversion efectiva del trastorno tanto en
megacariocitos como en plaquetas, por lo que concluyen que MitoQ reduce la produccion
de ROS intracelular dentro de estas células (71). Ademas, en otro estudio donde se
estudiaron plaquetas in vitro, se utilizd la MitoQ conjugado con el cation TPP+ para
evaluar sus efectos en la actividad plaquetaria mediante su acumulacion en la mitocondria,
los autores describen que la activacion plaquetaria inducida por colageno se asocia con la
generacion de ROS, y que la exposicion de plaquetas humanas a MitoQ disminuye

significativamente la produccion de ROS mitocondrial (63).
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9. CONCLUSION

El compuesto D4 inhibe la activacion plaquetaria demostrado por resultados de
agregaciones previos y por la disminucion de P-selectina; donde, ademas, tiene efecto sobre
la funcion mitocondrial, ya que disminuye el potencial de membrana mitocondrial

plaquetario, pero no tiene efecto sobre la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Como el compuesto D4 esta dirigido especificamente hacia la mitocondria, se puede
concluir que este organelo es una importante diana para inhibir la activacion de las

plaquetas, lo cual ha sido descrito en otros estudios similares mencionados en la discusion.

Se requieren mas ensayos para dilucidar el mecanismo de accion del compuesto D4,
como medir niveles de ATP, evaluar su efecto sobre los complejos mitocondriales y
consumo de oxigeno; aunque es importante destacar que el compuesto D4 disminuye el
potencial de membrana mitocondrial y no afecta los niveles de ROS, lo cual denota que el

efecto antiplaquetario no estd asociado a mecanismos antioxidantes que disminuyen ROS.

Ademas, se puede concluir que el compuesto D4 no presenta citotoxicidad sobre

plaquetas lavadas en concentraciones decrecientes del 10 pM.
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