FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA DE TECNOLOGIA MEDICA

FUNCIONALIDAD MITOCONDRIAL EN EL PROCESO DE ACTIVACION
PLAQUETARIA Y SU RELACION CON LA TROMBOSIS

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE LICENCIADO EN TECNOLOGIA
MEDICA

AUTOR: FELIPE LAGOS CONTRERAS
PROFESOR GUIA: Dr. TM. EDUARDO FUENTES QUINTEROS

TALCA-CHILE

2022



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2023

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas



AGRADECIMIENTOS

Agradecemos al Proyecto ANID-FONDECYT N° 1220339.

Agradezco a mi familia, que siempre ha sido un apoyo incondicional, en especial a mi madre,
que su formacion y crianza me llevaron hasta este punto de inflexidn crucial de mi vida hacia
lo profesional.



TABLA DE CONTENIDOS

1. RESUMEN 2
2. INTRODUCCION 3
3. OBJETIVOS 4

4, METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA INFORMACION

5
5. MARCO TEORICO 6
5.1. Plaguetas: Descubrimiento, origen y estructura celular. 6
5.2 Funcionalidad plaquetaria y hemostasia. 8
5.2.1 Activacion plaquetaria y trombosis. 8
5.2.2 Secrecién de granulos y su accion 11
5.2.3 Formacion del coagulo 12
5.2.4 Hemostasia 12
5.2.5 Papel de las plaguetas en la hemostasia y la trombosis 13
5.3 Generalidades de la mitocondria. 14
5.4 Rol de la mitocondria en la plaqueta: Estructuray funciones. 16
5.4.1 Importancia de la mitocondria en la apoptosis y sobrevivencia plaguetaria.
18
5.5 Disfuncion mitocondrial plaquetaria y trombosis. 23

5.6 Inhibidores mitocondriales con actividad antiplaquetaria y antitrombdtica. 24

6. CONCLUSIONES 27

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 28




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Trombopoyesis en megacariocitos.

Figura 2. Fases de la respuesta plaquetaria posterior a la lesion vascular.

Figura 3. Principales agonistas y proteinas de adhesién en la plaqueta.

Figura 4. Mitocondria, estructura general.

Figura 5. La fosforilacion oxidativa.

Figura 6. Complejos de la membrana mitocondrial.

Figura 7. Via intrinseca.

10

15

16

19

21






1. RESUMEN

La plaqueta proveniente de los megacariocitos a través de la trombopoyesis es el
principal actor encargado de mantener la hemostasia, que es aquel mecanismo encargado de
mantener el equilibrio entre los procesos de coagulacion y fibrinolisis, los cuales reparan
fisiolégicamente aquellos sucesos en que ocurren dafios vasculares. En sitios de lesion
vascular, se produce la activacion de las plaguetas donde estas ruedan, se adhieren y se unen
firmemente, al subendotelio a traves de receptores de membrana plaquetaria. La mitocondria
en la plagueta ademas de la regulacion energética por via de la glucdlisis y fosforilacion
oxidativa regula los procesos tromboticos a través de la produccidn de especies reactivas de
oxigeno, lo cual significaria una gran diana de investigacion para la farmacologia y la

aplicacion antitrombotica.

Palabras clave: Mitocondria, plaquetas, Trombosis, hemostasis, activacion.



2. INTRODUCCION

Las plaguetas son elementos celulares anucleados que poseen un diametro
aproximado de 3 um, con forma de disco biconvexo, en condiciones normales, provenientes

de los megacariocitos, con un rol esencial en la hemostasia.

En un comienzo descritas como particulas inertes, que, sin embargo, hoy en dia, por
el contrario, se conoce su complejidad constitutiva y bioquimica dada a la variedad de
funciones que cumplen en la hemostasia, mecanismo que se encarga de conservar y proteger
al sistema cardiovascular de pérdidas exageradas de sangre, ya sea por alteracion del

endotelio vascular o bien por rupturas o lesiones de la regién vascular.

El equilibrio entre los mecanismos pro y antitrombaoticos, permite que en condiciones
normales las plaquetas circulantes que corresponden alrededor de las dos terceras partes de
la masa plaquetaria total, no se adhieran a la superficie endotelial vascular como tampoco
entre si. Cuando este equilibrio se pierde por una lesion endotelial, las plaquetas se adhieren
al endotelio y estructuras subendoteliales, generando la activacion y agregacion de éstas

generando, la estructura primordial del tampdn hemostatico primario.

La respuesta de la activacion plaquetaria que originan procesos como la adhesién,
cambio de forma, agregacion y secrecion. Dependen de interaccion entre los receptores
internos de las plaquetas con sustancias del medio externo. Dentro de los principales
receptores con sus ligandos se encuentran, receptores de ADP, receptores de epinefrina,
receptores de serotonina, receptores de tromboxano A2, receptores de vasopresina, receptor
del factor activador de plaquetas, receptores de trombina, receptores de colageno y receptores

para la adhesion.



3. OBJETIVOS

Objetivo general: Describir la funcionalidad mitocondrial en el proceso de activacion

plaquetaria y su relacion con la trombosis.

Objetivos especificos:

1. Relacionar los procesos e importancia del funcionamiento mitocondrial en la activacién

plaquetaria.

2. Establecer la relacion mecanistica entre la disfuncion mitocondrial plaquetaria 'y la

trombosis.



4. METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA INFORMACION

Bulsqueda sistematica de fuentes de informacion a través de internet desde la plataforma

Google académico.
La basqueda y seleccién de documentos se baso a través de los siguientes criterios:

4+ Se comienza la busqueda con conceptos claves en inglés como “mitochondria,
hemostasis, platelets, platelet activation, reactive oxygen species, thrombosis™.

+ EIl documento debe ser publicado y aceptado en revistas de importancia cientifica o
almacenado en hemerotecas, como, Nature, Science, Blood, Scielo, Pubmed,
ELSEVIER.

+ Incluyendo a los documentos que aporten informacion fundamental y conceptual,
con respecto a la temética en cuestion, de preferencia se consideraran de mayor

relevancia aquellos documentos publicados desde el 2018.



5. MARCO TEORICO

5.1. Plaquetas: Descubrimiento, origen y estructura celular.

Las plaguetas son elementos celulares anucleados que provienen de los
megacariocitos. En condiciones normales sin ser activadas poseen la forma de un disco
biconvexo, con un diametro alrededor de 3 um y en circulacién poseen una concentracion

que varia entre 150.000 y 450.000 plaquetas por ul y tienen una vida media de 7 a 10 dias.
1)

Los megacariocitos originan las plaquetas por desprendimiento de fragmentos de su
citoplasma. Estas células de la médula dsea son descendientes de una célula pluripotente
diploide, lacélula madre hematopoyética, que puede formar precursores eritroides,
granulociticos y megacariociticos. Su diferenciacion y proliferacién hasta la linea
megacariocitica es un proceso regulado por numerosas citoquinas y factores de crecimiento

hematopoyéticos. (2)

Las plaquetas se originan desde el desprendimiento del citoplasma de los
megacariocitos como se observa en la (fig.1). Células que se encuentran en la medula Gsea,
provenientes de la célula madre hematopoyeética, cuyo proceso se ve regulado por citoquinas
y factores de crecimiento, asi como también han mostrado la capacidad de ser activados por
la estimulacion de agonistas plaquetarios como por ejemplo la trombina, la epinefrina o el
iondforo de Ca?* A23187. (3-5).



Figura 1. Trombopoyesis en megacariocitos Se desarrolla en la zona vascular de la médula
6sea, es decir, el megacariocito migra hasta las sinusoides, donde se favorece la produccion
de plaquetas. Tomado de Gonzales, A. et al. 2019 (2)

Donde el principal agente responsable de la regulacion de la produccién de plaquetas
es la trombopoyetina (TPO) que se encarga de mantener constante el nimero normal de
plaquetas (6). Gracias a esto la alteracion del nimero de plaquetas como en una transfusion
de plaguetas o una trombocitopenia tiende al reestableciendo del recuento normal de
plaquetas (7-10). Otros reguladores que incluyen a las interleucinas IL-3, I1L-6, IL-11, el
factor inhibidor de la leucemia y Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-
CSF). Que promueven la liberacion de células hematopoyéticas desde el megacariocito. (8).
Por el contrario, esta accion es inhibida por reguladores negativos incluyendo el PF4 y el
TGFR. (10, 11).

Las plaquetas pueden poseer diferentes tamarfios lo que se asocia a una heterogeneidad
intrinseca en los megacariocitos donde el DNA aumentado se asocia a un incremento de
tamafio plaquetario que por el contrario un DNA disminuido se traduce en plaquetas de
menor tamafio (12). Esta diferencia de tamafios también se asocia a una alteracion por el

envejecimiento que se menciona como heterogeneidad adquirida, donde el tamafio de las
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plaquetas disminuye. Ademas, el tamafio plaquetario posee una relacion lineal con el
contenido de ARN que posee (13, 14).

5.2 Funcionalidad plaquetaria y hemostasia.

5.2.1 Activacion plaquetaria y trombosis.

En sitios de lesion vascular, visible en la (fig.2) se produce la activacion de las
plaquetas donde estas ruedan, se adhieren por medio de agonistas y proteinas (fig.3) y se
unen firmemente al subendotelio a través de receptores de membrana plaquetaria primarios
que son, glicoproteina (GP) VI que se une al colageno (donde el principal ligando de la GPVI
es el colageno, sin embargo, la laminina y la fibrina también se han considerados como
ligandos. (15-18) ) y GPIba principal ligando del complejo GPIb-1X-V, que a su vez se une
a factor de von Willebrand y otros ligandos gracias al reconocimiento del factor de von
Willebrand y colageno que se exponen en la pared del endotelio vascular lesionado, donde

se desencadena la activacion rapida (19-21).

La activacion de la integrina alIbB3 esta mediada por la proteina calmodulina que se
une en el segmento citoplasmatico de la GPVI, que es una secuencia de carga positiva que se
encuentra cercana a la membrana, ademas en este segmento esta presente los sitios de union
para las quinasas de la familia Src (Fyny Lyn) a través de una secuencia rica en prolina que
se encuentra involucradas en la traduccion de sefial GPVI dependiente. La GPVI est
coasociado con el receptor FCRy necesario para la expresion superficial de GPVI. El
entrecruzamiento de GPVI/FcRy y la union a ligandos multivalentes, producen la
fosforilacion dando lugar a la activacion basada en tirosina del inmunorreceptor (ITAM)
dentro de la cola citoplasmica de FcRy por la quinasa de la familia Src, Lyn, Lo que, por

consiguiente, resulta en el reclutamiento y ensamble de la tirosina, lo que resulta en la



activacion de la fosfolipasa Cy2 (PLCy2). Elevando la concentracion del Ca*? citosdlico
activando la integrina allbf3 (18, 22-27)

El reordenamiento del citoesqueleto y el cambio de forma causado por la activacion de
las vias de sefalizacion produce que, la afinidad de la integrina plaquetaria allbB3 hacia los
ligandos, fibrindgeno, factor de von Willebrand (VWF), fibronectina y vitronectina se vea
aumentada. Ademas, el adenosin difosfato y el tromboxano A2 (TxA2) secretados por las
plaquetas activadas, son agonistas plaquetarios que se unen a los receptores purinérgicosy al
receptor tromboxano respectivamente, reforzando la agregaciéon plaquetaria ligada a la
integrina allbp3(28, 29).

Flujo normal Aativaeia —
Adbesibi ctivacion, secrecion y
Y Yy cambio de forma
@ 1 7\ /\
. }1 '
GP Ib/IXa L
FyW Secrecion
Colagenos tipo 1 y Il *
P47 P04 g
Araquidonato :
O,IR oo
Fosfalipasa C W T
osfalipasa P47 ot TxA,
Agregacion G
Fosfatidil tol
ol ichilas \ T Miosina fosforilada
J R Inositol trisfosfato o /
. Miosina
N
- )
Agonistas
GP lIb/llla
Fibrinégeno

Figura 2. Fases de la respuesta plaquetaria posterior a la lesion vascular. La adhesion
plaquetaria al subendotelio esta directamente ligada al coladgeno, factor de von Willebrand y

GPIb/IXa. La agregacion depende de la GPIIb/llla y el fibrindgeno el factor de unién. La
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enzima ciclooxigenasa convierte al araquidonato en tromboxano A2 (TxA2) un agente

agonista y vasoconstrictor. Tomado de Flores, O. et al. 2014 (30)

La formacion de TxA2 en las plaquetas se produce cuando la fosfolipasa A libera el
acido araquidonico de los fosfolipidos de la membrana. gracias a las enzimas ciclooxigenasa
(COX-1) y tromboxano sintasa, el acido araquidonico se convierte en TxA2 (31). Ademas,
la activacion plaquetaria potencia la coagulacion a través de la expresion de fosfatidilserina
(PS) y la liberacién de factores procoagulantes que inducen a la generacién de trombina y
fibrina (32-35).

Matriz subendotelial

Célula endotelial

Trombina
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TxA,
Plagueta
GP VI
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v Coldgeno
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Figura 3. Principales agonistas y proteinas de adhesion en la plaqueta. Estos participan
en el proceso de activacion plaquetaria. (ADP)adenosin difosfato; (ATP)adenosin trifosfato;
(FvW) factor de von Willebrand; (GP) glucoproteina; (TxA2) tromboxano A2. Tomado de
Lopez, A. et al. 2013 (36)
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5.2.2 Secrecion de granulos y su accion

Las GPVI presentes en la activacion plaquetaria, conducen a la formacion y
liberacion de TXA 2y ademas a la secrecion del contenido de los granulos de almacenamiento

densos y alfa (37).

Granulo denso posee mas de 200 moléculas pequefias que incluyen al calcio, ATP,
ADP, 5-HT y epinefrina, éste se une a la membrana plasmatica de la plaqueta a través de
receptores de proteinas complejos como el VAMPS8, donde libera su contenido al espacio
vascular extracelular. Resultando en el envio de sefiales a las plaquetas a través de receptores
que poseen en su superficie, uno de ellos es el receptor purinérgico P2YX. P2Y1 y P2Y12
(38).

Granulo alfa cada plaqueta posee alrededor de 60 a 80 granulos alfa. Los cuales
poseen particulas mas grandes, asi como proteinas que se liberan a la superficie de la
plaqueta, como la P-selectina, que cumple un rol estructural en la formacion del trombo ya

sea para la atadura entre plaquetas o con células del vaso(38, 39).

Granulo lisosomal cumple una importante participacion en la degradaciéon de la
proteina funcién dada por sus interacciones con la pared vascular y por la degradacién de los
componentes de la matriz subendotelial. Ademas, se afirma que probablemente juegan un
papel en la cicatrizacion de heridas después de activacion plaquetaria inicial y formacion de

coagulos(38)
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5.2.3 Formacion del coagulo

Las plaguetas circulan cerca de la pared del vaso gracias a las propiedades biofisicas
que constituyen a la sangre junto con las fuerzas de cizalla dentro del vaso. Lo que permite
la accion répida en respuesta de una lesion vascular, en general esta respuesta ocurre en
diferentes etapas comenzando por la adhesion a la matriz extracelular del subendotelio con
la interaccion de los receptores especificos que incluyen la union del complejo GP1b/V/IX
al factor de Von Willebrand, asi como los receptores GPVI y allp1 al colageno de la matriz
extracelular (1, 40, 41).

Esta adhesion tiene como resultado la transduccion de sefiales hacia la plaqueta que
generan la formacion inicial de trombos comunmente llamado tapon plaquetario, que a su
vez produce la unién de nuevas plaquetas que se encuentran en circulacion, activandose
dentro del trombo gracias interacciones plaqueta-plaqueta por el receptor de integrina
allbB3(1, 40, 41).

Las plaquetas circulantes y aguellas que no se encuentran del todo asociadas al trombo
plaquetario, poseen una retroalimentacion positiva para su activacion por la presencia
secundarias a través de las oxigenasas COX-1y 12-LOX y la secrecion de granulos, que
tienen como resultado la formacion del trombo(1, 30, 40, 41)

5.2.4 Hemostasia

La hemostasia es aquel mecanismo encargado de mantener el equilibrio entre los
procesos de coagulacion y fibrinolisis, los cuales reparan fisioldgicamente aquellos sucesos
en que ocurre dafio vascular. Ademas, mantiene la sangre en un estado liquido, que permite

la circulacion en los vasos sanguineos. La hemostasia primaria es contemplada por las
12



plaquetas con las fases de adhesion, agregacion y liberacién del contenido plaquetario. La
hemostasia secundaria corresponde a la fase de coagulacion, donde los actores principales

son los factores de coagulacion (42, 43).

Deficiencias en el sistema hemostatico se traduce en una tendencia hemorragica, por

otro lado una sobre activacion puede resultar en trombosis que ocluye la luz del vaso(44).

Las deficiencias en el sistema hemostéatico conllevan a patologias, como, purpuras,
que son trastornos en la hemostasia primaria, tales como purpuras vasculares, donde existe
una alteracién vascular o pdrpuras trombopénicas, causadas por una disminucion de la
presencia del componente plaquetario donde la patologia de mayor relevancia es la
trombocitopenia inmune primaria (PTI) causada por autoanticuerpos antiplaquetarios, con
una forma infantil y otra crénica presente en adultos; también purpuras trombopaticas,
causadas por un fallo en las caracteristicas plaquetarias , ya sean congénitas, como el
sindrome de Bernard-Soulier y trombastenia de Glanzmann, o adquiridas por ejemplo,

hepatopatias, enfermedades renales o por la ingesta de antiplaquetarios(45).

La formacion del tapon hemostatico en lesiones vasculares en condiciones
fisioldgicas donde no existe una alteracion hemostatica se traduce en la recuperacion de vaso,
pero cuando existe una sobre activacion del sistema hemostatico produce la formacion de
las placas ateroscleréticas, las cuales son responsables de las complicaciones

tromboembdlicas de la aterosclerosis.(31)

5.2.5 Papel de las plaguetas en la hemostasia y la trombosis

El rol principal de las plaquetas circulantes en el torrente sanguineo en la hemostasia

es detener el sagrado producto de una lesion vascular o traumatismo tisular a travées de la
13



formacion del codgulo (46). Las plaquetas ademas de ejercer su rol hemostatico son
componentes muy activos en el torrente sanguineo, por lo que son encargados de modular las
condiciones patoldgicas, por ende, un déficit en su activacion o por el contrario una sobre
activacion generaria sangrados incontrolados o patologias trombdticas respectivamente (47-
50).

Cuando las plaguetas son estimuladas por agonistas como el colageno y la trombina
que provocan la secrecion del contenido de los granulos, se produce un cambio de la
transhicapa de los fosfolipidos de la membrana que lleva los fosfolipidos procoagulantes,
principalmente la fosfatidilserina (PS), a la superficie de las plaquetas. También se forman
microparticulas con actividad procoagulante. El PS expuesto acelera la accion enzimatica de
la tenasa y protrombinasa de la via de la coagulacién, lo que resulta la generacion de
trombina. (51). La trombina actla escindiendo los receptores activados por proteasa en la
superficie de las plaquetas(52). Lo que resulta en la activacion de GPIIb/l1la, formacion de
TxA2 y secrecion del contenido de los granulos. La trombina también convierte el
fibrindgeno en fibrina que se forma dentro y alrededor del plaquetas agregadas y da
estabilidad al tapon hemostatico o trombo (31). Por lo que las plaquetas tienen un rol
fundamental en el desarrollo hemostatico ya que en cualquier suceso en que la funcion

“plaquetaria se vea afectada se traduce directamente en la alteracion de la hemostasia(50).

5.3 Generalidades de la mitocondria.

Son las centrales energéticas de las células eucariontes, encargadas de la produccién
de ATP en el metabolismo aerdbico, se localizan en los lugares de mayor requerimiento
energético(53).Su estructura visible en la (fig.4) se compone de una membrana externa y una
interna, que generan dos compartimentos, el espacio intermembranoso y un matriz central
delimitada por la membrana interna(53). La membrana mitocondrial externa es altamente
permeable donde se presentan multiples copias de la proteina denominada porina, formando
canales acuosos a través de una bicapa lipidica. El espacio Intermembranoso esta situado

entre las membranas externa e interna, contiene enzimas que le permiten transferir la energia
14



del ATP obtenida. Posee una alta concentracion de protones debido a la cadena

respiratoria(54).

T—

Figura 4. Mitocondria, estructura general. (A) espacio intermembranoso; (B) membrana
interna;(C) membrana externa;(D) crestas mitocondriales; (E) Matriz. Elaboracion propia
Lagos. F. 2022.

La membrana interna es muy impermeable al paso de iones y pequefias moléculas.
Las mitocondrias deben hacer de su membrana interna una barrera suficientemente
impermeable como para permitir un gradiente de protones estable. En la matriz se produce
el ciclo de Krebs y la oxidacion de los &cidos grasos, y por otro lado en la membrana interna
tiene lugar la fosforilacion oxidativa. La membrana mitocondrial interna y las crestas

compartimentarian las funciones metabdlicas(53, 54).

En la membrana interna tiene lugar la cadena de transporte de electrones (ETC) El

ETC consta de cinco complejos de fosforilacion oxidativa ( fig.5 )(55)
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Figura 5. La fosforilacién oxidativa. tiene lugar la produccion de ATP y la respiracion
mitocondrial, complejo | (NADH deshidrogenasa), complejo Il (succinato deshidrogenasa),
complejo 111 (ubiquinol), complejo 1V (citocromo ¢ oxidasa) y complejo V (ATP sintasa).
Tomado de Zhang, Y. et al. 2022 (55).

5.4 Rol de la mitocondria en la plaqueta: Estructura y funciones.

La funcidén primaria de las mitocondrias es la produccion de ATP, Pero también llevan
a cabo parte del metabolismo de los acidos grasos mediante un proceso denominado [3-
oxidacién y actian como almacén de calcio(13, 56). La produccion de energia representada
en moléculas de ATP es la funcion méas importante de la mitocondria (53). Esta energia se
obtiene a traves de la respiracion celular, proceso que implica tres etapas: la oxidacion del
piruvato, el ciclo de Krebs y la fosforilacion oxidativa (13, 53, 56, 57). La cadena de
transporte de electrones genera un gradiente de protones entre la matriz y el espacio

intermembrana que se utiliza para producir ATP (53, 54).
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El metabolismo de la glucosa, el metabolismo de los &cidos grasos (AG) y el
metabolismo de los aminoacidos convergen en las mitocondrias, donde la oxidacion del
combustible puede modificarse en respuesta a los cambios en la disponibilidad de nutrientes
y la demanda de energia de la célula en diversas condiciones (56) .Cuando se restringe la
oxidacion de la glucosa y de acidos graso, se ve un aumento de la glucdlisis aerdbica, con la
razon de satisfacer el requerimiento energeético para la respuesta por parte de las plaquetas,
lo que indica una flexibilidad en la via metabdlica a la hora de responder a un déficit
energético y sefial trombdtica (57). “La flexibilidad se define como la diferencia entre la
capacidad que existe para que una via dada aumente a una capacidad maxima y la
dependencia minima absoluta de esa via.” Las plaquetas absorben glucosa desde el exterior,
pero utilizan facilmente el glucégeno y AG enddgenos en ausencia de esta, lo que indica una
flexibilidad relativa para oxidar glucosa, AG endogenos y glutamina. Aunque la glutamina
contribuye minimamente a la respiracion celular mitocondrial los principales combustibles

oxidativos son la glucosa y los AG (57).

La flexibilidad de combustible de las plaquetas impulsd la investigaciéon de la
dependencia funcional de las plaquetas del ATP de la glucolisis y el sistema de fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) mitocondrial. La inhibicion de la sintesis de ATP mitocondrial, o la
inhibicion del metabolismo de la glucosa, no afectan la agregacion plaquetaria. Pero si una
inhibicion casi total de la agregacion ocurre cuando se usan en combinacion, lo que sugiere
que las plaquetas tienen suficiente glucolisis para satisfacer la necesidad de ATP incluso

cuando se manipula la maquinaria de ATP mitocondrial (57).
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5.4.1 Importancia de la mitocondria en la apoptosis y sobrevivencia plaquetaria.

Para mantener la capacidad de responder rapidamente a los factores estresantes o al
dafo de los vasos sanguineos (trombosis), se necesita una fuente de energia y metabolitos
altamente eficientes para orquestar la respuesta. La mitocondria alberga procesos energéticos
clave como el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y la fosforilacion oxidativa (OXPHQS),
los cuales estan involucrados en la produccion de trifosfato de adenosina (ATP), También se
asocian a las mitocondrias con la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
homeostasis del Ca* vy la regulacion de la apoptosis. En plaquetas las mitocondrias cumplen
funciones metabdlicas, en la activacién, la produccion de ATP, incluso en la regulacién de

los procesos celulares y la viabilidad (53, 57).

En la membrana interna de la mitocondria se encuentran inserto cinco complejos
encargados de la fosforilacion oxidativa los cuales se observan en la (fig.6) donde los cinco
complejos de la cadena de transporte de electrones estan insertos en la membrana
mitocondrial interna. Los electrones que fluyen a través de la cadena reducen el oxigeno en
el complejo IV y generan un potencial de membrana, que impulsa la produccion de ATP para
el suministro energético basal de las plaquetas (primera seccion). En respuesta a un estimulo
activador leve, el potencial de membrana aumenta, aumentando la produccion de ATP,
consumo de oxigeno y generacion de especies reactivas de oxigeno, y da como resultado la
activacion plaquetaria (seccion central). Un fuerte estimulo activador o estimulo apoptotico
provoca el colapso del potencial de membrana, liberacion de citocromo ¢ (c) de la
mitocondria y sefializacién apoptotica (seccion inferior)., lo cual le otorga un valor
fundamental en la mantencion de la hemostasis ya son responsables de la actividad energética

de las plaquetas a traves de la fosforilacion oxidativa del cual se obtiene ATP (58-60).
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Figura 6. Complejos de la membrana mitocondrial. Ubiquinona (UQ) citocromo ¢ (c)
Tomada y adaptada de Zharikov. S. et al. 2013 (58)

A pesar de la reducida cantidad de mitocondrias que poseen las plaquetas, estas tienen

una actividad mayor que el musculo en reposo del mamifero(61). Los procesos de activacion
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y secrecion del granulo que tienen requerimientos energéticos que son cubiertos por la
glucdlisis y la fosforilacion oxidativa, y que, ademas adecuan su actividad de acuerdo a la
demanda energética de la plaqueta, ya es que capaz de aumentar significativamente la tasas
de glucolisis y de la respiracidn aerdbica en los procesos de activacion y secrecion(62, 63).
Lo anterior indica y asevera un papel crucial de la mitocondria en la formacidn de trombos,
asi como también se demuestra que la actividad de bloqueadores farmacologicos de la cadena
de trasporte de electrones como la antimicina A, el 6xido nitrico o el cianuro. disminuyen la

secrecion de granulos y la agregacion(64, 65).

La evidencia conjunta sugiere que las mitocondrias regulan la activacion plaquetaria
por medios mas complejos que simplemente proporcionar ATP. En donde, por ejemplo, con
el tratamiento de plaquetas con perdxido de hidrogeno exdgeno, se demuestra que conduce a
la activacion plaquetaria y la produccion intracelular de ROS que se indica como un segundo
mensajero integral en la activacion plaquetaria inducida por colageno(66, 67) Algunas
interacciones de las ROS en la parte baja de la cascada de coagulacion no estan en su totalidad
comprendidos, pero se ha demostrado que el peréxido activa la fosfolipasa C y el
metabolismo del acido araquidonico que conduce a la inhibicion de la liberacion de ATP

desde los granulos, la agregacion de plaquetas y la movilizacion del calcio(67).

La cadena de trasporte de electrones mitocondrial puede generar concentraciones
altas de superdxido, que se convierten rapidamente en perdéxido de hidrogeno ya que es una
reaccion catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD). Esta produccién de ROS se
ve estrechamente ligada con los cambios de potencial de membrana mitocondrial ya que la
hiperpolarizacion de membrana puede resultar en la liberacion de electrones de la cadena
generando superdxidos. Incluso variados estudios, enlazan el aumento de plaquetas

activadas con la hiperpolarizacion mitocondrial y la generacion de ROS(68, 69).
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La hiperpolarizacion mitocondrial se ve asociada con la activacion plaquetaria, la
pérdida del potencial de membrana es paso fundamental en el inicio de la apoptosis
plaquetaria(70). Via iniciada por estimulos que inducen a un colapso del potencial de
membrana mitocondrial, perdiendo la permeabilidad de la membrana mitocondrial liberando
al citocromo c al citosol de la matriz. Alli el citocromo ¢ se una a APAF-1 (factor activador
proteinasa apoptotica), iniciando asi la cascada de sefializacién que promueve la auto
activacion de la caspasa-9, que activara la caspasa-3, lo cual divide las proteinas del
citoesqueleto para inducir la muerte celular apoptotica (fig.7) llamada comdnmente como
via intrinseca(71). Ademas de la expresion y traslocacion de una gran cantidad de proteinas
pro y anti-apoptoticas pertenecientes a la familia Bcl-2, proteinas encargadas de regular la

apoptosis celular intrinseca(72).

VIA INTRINSECA
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Figura 7. Via intrinseca. La via intrinseca corresponde la via apoptética mediada por la
mitocondria. Tomada y adaptada de Hernandez, D. et al. 2019 (71).
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Distintos estimulos son suficientes para generar la apoptosis de la plaqueta, como el
perdxido de hidrogeno, trombina, colageno y estrés por cizallamiento extremo(73-77). Estos
estimulos en concentracion bajas provocan las activacion plaquetaria, sin embargo a altas
concentraciones propagan vias apoptéticas lo cual es consistente con estudios que indican
que la mecanica de este comportamiento en donde los activadores plaquetarios aumentan
el potencial de la membrana mitocondrial a baja concentracion, que por el contrario la
exposicion prolongada a concentraciones méas altas se traducen en el colapso de la

membrana(78).

La trombina es un importante agonista plaquetario fisiolégico que incluso activa vias
de agregacion. Ademas, se ha sefialado que la estimulacion plagquetaria con trombina resulta
en eventos apoptoticos entre estos la activacion de las caspasas-3 y -9, la liberacion de
citocromo c y la exposicion a la fosfatidilserina (PS)(70). Asi como también participa en la
despolarizacion del potencial transmembrana interno mitocondrial (AWm) y fuerte expresion
de proteinas proapoptéticas Bax y Bak (71). Por otro lado, afiade que la trombina, el coldgeno
y la combinacion de trombina mas colageno inducen el procesamiento de la procaspasa-
3(76).

Las fuerzas de cizallamiento se definen como “La fuerza, por unidad de area, que el
flujo sanguineo ejerce en la pared vascular, y depende de la viscosidad sanguinea y del perfil
de velocidad del flujo sanguineo.” (79) que en condiciones fisiologicas producen la
activacion plaguetaria, sin embargo, en condiciones patoldgicas desencadena eventos
apoptéticos entre ellos la despolarizacion del potencial de membran mitocondrial, la

activacion de la caspasa-3 y la exposicion de PS(74).
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5.5 Disfuncion mitocondrial plaquetaria y trombosis.

Cuando las plaquetas se estimulan intensamente por colageno y trombina, se forma
plaquetas procoagulantes que poseen gran cantidad de granulos alfa, la modulacién del
epitopo de GPallbB3, la liberacion de microparticulas , la exposicion a PS en la superficie
celular y la pérdida de A¥Wm.. La disfuncion mitocondrial es primordial para la actividad
procoagulante plaquetaria, ya que gestiona la respuesta hemostaticaa una lesion del

endotelio vascular(36).

Las plaguetas utilizan aproximadamente el 50% de la funcién mitocondrial para
sintetizar ATP(60). Sin embargo la fosforilacién oxidativa entrega al rededor del 80% de la
produccion de ATP en las plaquetas que indicaria cierta dependencia de esta via
energética(80). Por otro lado, en la literatura, existe evidencia consistente, de que en las
plaquetas ademas regulan su funcién protrombotica a través de la sefializacion redox y

participacion en la activacion de la apoptosis(81)

Las ROS son subproductos mitocondriales resultantes de una transferencia de
electrones ineficiente en la ETC dando lugar a la disfuncion mitocondrial. La disfuncion de
la ETC, particularmente en el complejo 111, disminuye la eficiencia del uso de oxigeno, lo
que lleva a una acumulacién de ROS(82). EI ETC en las mitocondrias es capaz de generar
superdxido, que se convierte rapidamente en perdxido de hidrdgeno a través de la superoxido
dismutasa(83).

Investigadores han asociado a la activacion plaquetaria estimulada por agonistas
como la trombina, el colageno y la glucosa esté regulada por la produccion endégena de
ROS, ya que mediante la reduccion de inhibidores de la nicotinamida adenina dinucleétido
(fosfato) (NAD(P)H) oxidasa y eliminadores de superdxido se redujo la agregacion

plaquetariay formacion de trombos (84). Las mitocondrias son fuente importante de radicales
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libres por lo que se asocian a la mejora de la activacion plaquetaria (81, 85). Se ha demostrado
que existe una estrecha relacion entre la produccion de ROS y la activacion plaquetaria ya
que después de tratar a las plaquetas con un activador del sistema del complemento (
zimosano A opsonizado, ) el cual acelera la produccion de ROS y la hiperpolarizacion en las
mitocondrias, se produce un reordenamiento del citoesqueleto de las plaquetas (un indicador

de la activacion), lo que se podria asociar directamente con la activacion de la plaqueta (68).

. La disfuncion mitocondrial plaquetaria es un jugador clave en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales potencialmente contribuyen a la activacion
plaquetaria, donde incluso aportan a la activacion de las plaquetas en forma de segundo
mensajero incluyendo formas reactivas como el radical hidroxilo, el perdxido de hidrogeno
y el anion superoxido, asi como también cumple un papel importante en la iniciacién de la
apoptosis(86-89). Esta disfuncion mitocondrial plaquetaria se puede relacionar con
diferentes enfermedades cardiovasculares, asi como también en el deterioro de las plaquetas
almacenadas para trasfusion (90). Ya que es una importante fuente de ROS incluso en estado

basal, pero en concentraciones bajas(84, 91).

5.6 Inhibidores mitocondriales con actividad antiplaquetaria y antitrombética.

El 4cido salvianolico A, componente activos de Salvia miltiorrhiza, que dentro de su
actividad farmacol6gica encontramos propiedades antiplaquetarias y antitromboticas, ya que

inhibe la agregacion inducida por ADP , colageno, trombina en condiciones in vitro(92, 93).

El xanthohumol es el principal flavonoide prenilado presente en Humulus lupulus L.
y un ingrediente comdn que se encuentra en la cerveza (94). Este flavonoide mejora la
funcion mitocondrial y previene la trombosis sin aumentar el riesgo de sangrado al inhibir la

liberacion de ADN mitocondrial (ADNmt) y la activacion plaquetaria (95). Este es un potente
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antioxidante que en bajas concentraciones protege a las células del estrés oxidativo de manera
dependiente de la dosis, ya que con una concentracion mayor a los 14 uM, se produce el
efecto contrario, es decir, una elevada produccion de ROS y genotoxicidad (96, 97). Sin
embargo, se ha informado que el xanthohumol puede atenuar la agregacion de plaquetas
sanguineas inducida por ADP y reducir la expresion del receptor de fibrindgeno en la

superficie de las plaquetas (98).

Derivados de quinona e hidroquinona podrian ser potencialmente utilizados como una
nueva via para el desarrollo de farmacos con actividad antiplaquetaria. Ya que poseen un
importante potencial antioxidante debido a la capacidad donadora de enlaces de hidrogeno
intramoleculares, lo cual es una actividad protectora muy relevante que transforma las ROS

toxicas (radicales oxilo y peroxilo) en especies no tdxicas(99).

Derivados de acilhidroquinona segln los investigadores unos de sus derivados
genero la disminucion de la bioenergética mitocondrial, un proceso central en la activacion
plaquetaria humana reduciendo la actividad plaquetaria y por ende su activad
trombotica(100).

La metformina es un farmaco que inhibe especificamente el complejo | de laETCy
previene la trombosis tanto venosa como arterial sin efectos de sangrados prolongados
significativos, ya que inhibe la activacion plaquetaria y la liberacion extracelular de ADNmt
(101, 102). Ademas, protege la funcién mitocondrial ya que reduce la hiperpolarizacion
mitocondrial inducida por plaquetas activadas, y también disminuye los niveles de ATP

intracelular, la sobrecarga de ROS vy el dafio asociado (101).

La isorhamnetina (3-metil quercetina) es un flavonol metilado presente en hojas,

flores y frutos de muchas plantas y se ha informado que posee un efecto antiplaquetario ya
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que produce la inhibicion de la funcion mitocondrial reduciendo los niveles de ATP

necesarios para la actividad trombotica (103).

La mitoquinona (MitoQ) una quinona unida a un grupo TPP por una cadena de alquilo
de 10 carbonos inhibe los pasos de activacion plaquetaria al reducir los niveles de ROS. Los
investigadores indican que posiblemente el efecto antioxidante mitocondrial, posea un efecto
antiplaquetario a través de la inhibicién de la adhesion y la propagacion, la secrecion y la

agregacion plaquetaria (99, 104).
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6. CONCLUSIONES

La funcion mitocondrial en la plaqueta se ve directamente asociado a la mantencién
de la hemostasis, ya que se demuestra que no solo posee un poder regulatorio a través de la
produccion de ATP, sino también en la sefializacion de la activacion plaquetaria, a través de
la produccion de ROS, por ende, la activad mitocondrial cumple un rol fundamental en la

generacion del trombo.

La produccion de especies reactivas de oxigeno es la segunda via de regulacion

plaquetaria que efectda la mitocondria después de la produccion energética.

La farmacologia puede seguir este rumbo de accion, ya que la inhibicion y/o
alteracion de la funcion mitocondrial, afectara directamente la hemostasia, por ende, en la

trombosis.
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