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RESUMEN

La busqueda de nuevos compuestos antiplaquetarios es de suma importancia debido a la
gran cantidad de morbimortalidad que presentan las enfermedades cardiovasculares
asociadas a diferentes linajes celulares, en este caso, las plaquetas. Las plaquetas son claves
en la hemostasia y por lo cual, variaciones en este componente sanguineo pueden provocar
diferentes afecciones dependiendo de a qué nivel se esté afectando. En esta investigacion
experimental se trabajo con plaquetas lavadas las cuales se activaron con coldgeno y TRAP,
potentes activadores plaquetarios usados a menudo para posteriormente comprobar la
eficiencia de HQM5BCI como un nuevo antiagregante plaquetario. Para esto se utilizaron
mediciones como la expresion de p-selectina, CD63, niveles de ERO (Especies reactivas de
oxigeno) y anexina V en la superficie celular mediante citometria de flujo y una sonda
Dihydroethidium (para las especies reactivas de oxigeno). De estos estudios se extrajo que
la HQMS5BCI logré disminuir el cincuenta por ciento de la agregacion plaquetaria a una
concentracion de 6 +/- 3 uM pero no da cuenta de su mecanismo de accién. En cuanto a la
generacion de ERO se puede decir que el HQM5BCI genera ERO y por tanto su actividad
antiplaquetaria no estaria relacionada a la disminucion de la produccion de ERO. Con los
estudios relacionados a la anexina V se vio que la disminucion de agregacion plaquetaria no
era por perdida de funcionalidad de la plaqueta para que no llega a formarse el agregado
plaquetar in vitro. Mientras que con respecto a los niveles de p-selectina y CD63 se vio una
disminucion en su expresion. Se necesitarian mas estudios para comprobar el mecanismo
de accion de este compuesto, sin embargo, se puede apreciar que tiene potencial como

antiagregante plaquetario in vitro.

Palabras claves: Antiagregante plaquetario, HQM5BCI, TRAP, citometria de flujo, p-

selectina.



INTRODUCCION

La hemostasia del cuerpo se puede entender como el equilibrio de los procesos
hemorragicos y trombéticos de la sangre, cumple dos funciones principales: 1) mantener la
sangre en un estado liquido, fluido que permita la circulacion en los vasos sanguineos; 2)
suprimir la salida de sangre desde el espacio intravascular a través de un vaso lesionado
(con pérdida de la continuidad) (1). Los procesos hemorragicos pueden ser a causa de
diversos factores como, por ejemplo, enfermedades hereditarias, en donde haya perdida de
funcién total o parcial de mantener la hemostasia o afecciones en las plagquetas que son

cumplen roles importantes dentro del ser humano.

En la actualidad, las enfermedades cronicas no transmisibles, representan la principal
causa de morbimortalidad a nivel mundial, siendo las enfermedades cardiovasculares las
mas prevalentes (29.83% de las muertes en el mundo). En Chile, se estima que también el
30% de las muertes, son provocadas por estas enfermedades, principalmente cardiopatia
coronaria y accidente cerebrovascular; ambas, patologias directamente influenciadas por
factores de riesgo prevenibles y modificables, tales como: Hipertensién Arterial Cronica
(HTA), Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), Dislipidemias, Tabaquismo, Obesidad y

Sedentarismo.(2)

Estos factores de riesgo contribuyen al desarrollo de aterosclerosis arterial, que
corresponde a una inflamacién cronica que predispone a la lesion endotelial en vasos del
corazén, cerebro y otros tejidos, siendo un factor de muerte prematura. Las plaquetas

juegan un rol principal en los eventos cardiovasculares, debido a que cuando se activan se



adhieren y agregan en el sitio de la rotura de la placa aterosclerotica o erosion de las células
endoteliales, estimulando la formacién de trombos que impiden el correcto flujo sanguineo,

generando isquemia en tejidos u 6rganos.(3)

La elevada tasa de enfermedades cardiovasculares en Chile y el mundo es un problema
que se debe combatir, por lo cual es necesario dilucidar los mecanismos implicados en los
eventos tromboticos, a traves del estudio de la funcidén plaquetaria; siendo un campo
importante de investigacion la caracterizaciéon de los mecanismos que conducen y
promueven su activacién. Ademas de buscar nuevas moléculas con efecto antiplaquetario,
para asi desarrollar nuevas estrategias y disminuir la formacién de trombos patologicos y la

probabilidad de sufrir un evento cardiovascular

El compuesto utilizado en esta investigacion es la cloro-acilhidroquinona HQM5BCI,
donde se evalud su efecto inhibitorio sobre plaquetas lavadas, mediante los ensayos de

agregacion plaquetaria y citometria de flujo.



MARCO TEORICO

1. ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES.

Las enfermedades cardiovasculares estdn yendo progresivamente en aumento en la
poblacién mundial debido a diversas causas, como la mala alimentacion, la poca educacion
acerca de los riesgos y jornadas laborales no aptas para mantener una vida saludable. Se
definen segin la OMS como en un conjunto de trastornos del corazén y de los vasos
sanguineos pudiendo clasificarse en: hipertension arterial, cardiopatia coronaria,
enfermedad cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, insuficiencia cardiaca,
cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita y miocardiopatias; son la principal causa de
defuncion en el mundo, calculandose que en el afio 2012 murieron 17,5 millones de
personas por enfermedades cardiovasculares lo cual representa el 30% de las muertes en el
mundo. El 80% corresponde a paises de ingresos bajos y medios, y de acé al 2030 se estima
que casi 23,6 millones de personas moriran por alguna enfermedad cardiovascular,
principalmente por cardiopatias y accidentes cerebrovasculares previéndose que sigan
siendo la principal causa de muerte en el mundo (4,5).

Chile est4 en una situacion alarmante en relacion a las enfermedades cardiovasculares,
por lo que el Ministerio de Salud ha establecido diversas medidas de control de estas
enfermedades como mejorar el control de la diabetes mellitus tipo 2 y la hipertension
arterial ademas de la incorporacién de las garantias explicitas de salud (GES), que
favorecen la pesquisa oportuna, el acceso a los servicios de salud y la entrega de
medicamentos (6), esto sin embargo, es la clara muestra que el sistema esta enfocando su
esfuerzo en donde no debe, pues la prevencién es la clave en este tipo de enfermedades, una
dieta balanceada, un estilo de vida no sedentario e incluso medidas que hagan los trabajos
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mas activos son clave, todo se puede resumir en educacién a la poblacién. Es importante
tomarle el peso epidemiolégicamente hablando debido a que son enfermedades ligadas a
determinantes sociales como se menciond anteriormente y normalmente cubre una gran
parte de la poblacion de estratos sociales bajos debido a la falta de conocimientos, un
estudio realizado por la Universidad del Desarrollo con colaboracion del SOCHICAR y
SOCHEG concluye que en nuestro pais es necesario realizar cursos o programas de
educaciéon y actualizacion de los médicos debido a que se encontré que uno de los
principales problemas que afectan a las mujeres chilenas son las enfermedades
cardiovasculares y los médicos tenian una baja percepcion de esto como una causa (7). La
diabetes mellitus tipo 2 ha experimentado un explosivo aumento en su frecuencia y en
Chile nos encontramos con un proceso de cambio demografico y de estilo de vida que
ostentemos con las tasas de prevalencia de diabetes mellitus y obesidad mas altas del
continente. La importancia de padecer esta enfermedad es que su carga de morbilidad y
mortalidad, encontrandose que es la principal causa de insuficiencia renal, ceguera y
amputaciones de extremidades inferiores en Chile causando que su manejo consuma el
10,2% del presupuesto en salud de Chile. El riesgo de morir de una enfermedad

cardiovascular llega a duplicarse al padecer diabetes mellitus 2 (8,9).

Grafico II-3 Mortalidad por enfermedades Gréfico Il-4 Mortalidad por enfermedades

cardiovasculares seg(in grupo de edad, Chile 2011 cardiovasculares segun Region, Chile 2011
(Tasas ajustadas por edad)

Pais: 17,0

Fuente: Elaboracidn propia en base a INE - MINSAL, Chile, 2015.

Serie de Salud

: Centro de Epdemiologia
Poblacional | CEP d

y Politicas de Salud

Figura 1: Mortalidad por enfermedades cardiovasculares segun grupo de edad en
Chile. Tomado de la base de datos de CEPS, UDD. (INE — MINSAL, 2015) (9).



2. Trombosis

La trombosis es un fendmeno vascular atribuible a diversas causas clinicas, se explica
como la formacién de un coagulo (blogueo parcial o completo) dentro de los vasos
sanguineos, ya sean venosos o arteriales, lo que limita el flujo de sangre y da como
resultado secuelas clinicas como dolor, edema, sensacion de pesadez, aumento de calor si
es en una extremidad e incluso infartos. La capacidad de la sangre de fluir libremente
depende de la homeostasis entre las células sanguineas (incluidas las plaquetas), las
proteinas plasmaticas, los factores de coagulacion, los factores inflamatorios y las
citoquinas, y el revestimiento endotelial dentro de las arterias y venas. Cuando ocurre un
desequilibrio en este proceso fisioldgico puede haber un mayor riesgo de sufrir trombosis

que de hemorragia (10).

La trombosis se puede clasificar dentro de dos grandes grupos dependiendo de su
etiologia, esta el trombo venoso y el trombo arterial. Su diferencia radica en el lugar en que
se formo, si se habla de trombosis arterial esta puede provocar, por ejemplo, que la sangre
no llegue a un érgano como ocurre en el caso de un infarto al miocardio debido a coagulos
que se forman en arterias coronarias y por consecuencia los masculos cardiacos se priven
de oxigeno siendo mas peligrosas que las venosas (11). En el caso de que se forme un
trombo en la vena hablamos de trombosis venosa, aparece mas a menudo en las venas de
las piernas y de la pelvis, la mayoria de las veces son incluso visibles, aca se impide que la
sangre vuelva al corazén desde los 6rganos y debido a su importancia clinica también se
pueden diferenciar en trombosis venosas superficiales y trombosis venosas profundas

(siendo esta mas peligrosa) (12).



3. Plaquetas

Las plaquetas son formadas a partir del proceso llamado megacariopoyesis que comienza
en la medula 6sea haciendo madurar la célula progenitora conocida como megacariocito,
una vez maduro, el megacariocito al entrar en contacto con la célula endotelial de la
sinusoide vascular de la médula 6sea emite largas prolongaciones citoplasmaticas,

denominadas proplaquetas, que posteriormente se fragmentaran en plaquetas (13,14).

La hemostasia primaria esta protagonizada por plaquetas. Es conocido que las plaquetas
son células anucleadas que se originan de la fragmentacion del citoplasma de
megacariocitos maduros (15) en la fase final de la megacariocitopoyesis, una vez alcanzada
la ploidia definitiva, se produce la maduracién del citoplasma megacariocitica dando lugar
a su liberacion posterior. Pueden desempefiar su funcion en a hemostasia gracias a que
estan dotadas de una extraordinaria capacidad de responder a estimulos. Este hecho esta

soportado por su compleja organizacion estructural.

Las plaquetas circulan en forma de lente biconvexa (lenticular), se encuentran en una
concentracion que oscila entre 150 a 400 células x 10%L y tienen un tamafio de 0,5 a 2,5
pum. el volumen plaquetario medio fluctla entre 7 a 9 fL. La ultraestructura plaquetaria se
puede subdividir en tres partes topogréaficas relacionadas con su funcién: a) membrana
plaquetaria (intra y extracelular), b) granulos y organelos intracitoplasmaticos (secrecion
plaquetaria) y c) citoesqueleto (proteinas motoras) (16).
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La principal funcion de las plaquetas es mantener la integridad vascular y frenar el
sangrado. Para el desarrollo de esta funcién su membrana juega un rol de contacto,
asegurando la adhesion a los componentes del subendotelio expuesto y luego favoreciendo
la agregacion y formacion del trombo plaquetario. La plaqueta estd rodeada por una
membrana plasmatica que se extiende a través de mdltiples ramificaciones del sistema
canalicular conectado a la superficie. Las invaginaciones de la membrana plaquetaria dan
origen a un sistema de canales y canaliculos que forman una extensa dentro del volumen
citoplasmatico en donde tienen una presencia minima de proteinas pero contienen cadenas
glicosiladas constituyendo un bloqueo del sistema canalicular conectado a la superficie
(16).

Mediante microscopia electrénica se ha analizado la distribucién y funcionalidad de las

glicoproteinas en la superficie y a nivel intracelular, donde las mas relevantes son:

a) El receptor de adhesion formado por un complejo de tres glicoproteinas (Ib, IX 'y V)
es el receptor de union de la superficie plaguetaria al subendotelio, mediante el
factor de von Willebrand (FVW) y la trombina. Este complejo ademaés es el mas
importante a nivel de adhesion, la inmunomarcacion de los tres componentes indica
su presencia sobre toda la superficie de las plaquetas en reposo, ocasionalmente en
el sistema canalicular y existe un cinco a diez por ciento del total de marcacion con
el FVW en las membranas granulares. La conexion con la actina se produce a través
de la proteina de union a la actina (ABP).

b) La glicoproteina VI es el receptor para colageno mas importante y esta
comprometido en eventos tempranos de la funcion plaquetaria y participa en la
activacion y agregacion inducida por colageno.

c) El principal receptor para la agregacion plaquetaria es el complejo glicoproteina
I1b/I11a, su funcidn es unir al fibrindgeno vy, en ciertas condiciones al FVW. Este se
encuentra homogéneamente distribuido por la superficie. Asi mismo se han
encontrado depdsitos de esta proteina en granulos a sirviendo como pool interno
para la incorporacion y almacenamiento del fibrindgeno plasmatico en los granulos
Q.
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d) La glicoproteina IV estéd involucrada en adhesion y agregacion plaquetaria. Es un
receptor del colageno tipo Il y de trombopondina y participa en la transduccién de
sefiales. Se encuentra en la superficie plaquetaria, en el sistema canalicular y en la
membrana de granulos a.

e) El complejo la/lla une colageno mientras que Ic/lla une laminina y fibronectina.

f) La molécula de adhesion endotelio-plaqueta y el CD9 son componentes del plasma,
de las membranas del sistema canalicular y en menor proporcion de la superficie de
granulos ao. El CD9 actia como receptor para fibronectina y podria estar
comprometida en la funcionalidad del receptor para factores de crecimiento. La
molécula de adhesion es una molécula asociada con el citoesqueleto de las plaquetas
activadas y se expresa en células endoteliales (16).

El sistema tubular denso se origina a partir del reticulo endoplasmético del megacariocito
y estd compuesto por canales ubicados cerca de las cisteinas del sistema canalicular cercano
a la superficie. Contiene varias enzimas activas, tales como ATPasas y ciclooxigenasa 2.
Las plaquetas contienen cuatro tipos de granulos citoplasmaticos clasificados de acuerdo a
su ultraestructura, densidad y contenido: los granulos a, los densos, los lisosomas y los
peroxisomas. Los granulos a son los mas prominentes y 10S que se encuentran en mayor
namero, se forman durante la maduracion temprana de los megacariocitos y aparecen en la
malla trans-golgi en forma de pequefias vesiculas y granulos inmaduros que transitan a

través de cuerpo multivesiculares hasta alcanzar su tamafio y densidad definitiva (16).

Los granulos a contienen proteinas adhesivas, factores de crecimiento, inhibidores de
proteasas, proteoglicanos e inmunoglobulinas como se ve en la tabla 1. La membrana
contiene diferentes receptores por dentro de la membrana como la P-selectina, osteonectina
y el GMP33 son especificos y estan ausentes en la membrana plasmatica cuando la plaqueta
estd en reposo. La P-selectina incluso se puede utilizar como un indicador de activacién

plaquetaria cuando se encuentra expresada en la superficie celular (17).
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Tabla 1. Contenido de los granulos o en la plaqueta. Extraido y adaptado de
Plaquetas.(Bermejo, 2017)(16).

Categorias

Contenido en el granulo a

Funciones

Proteinas adhesivas

VWF + pro-péptido, Fg, Fn,
Vn, TSP-1, TSP-2, laminina-8

Interacciones de contacto
celular, hemostasia primaria y
constituyentes de la matriz
extracelular

Factores de la coagulacién y
sus inhibidores

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

Generacion de trombina,
formacion del coagulo y
proliferacion de la matriz
extracelular

Factores fibrinoliticos y sus
inhibidores

Plasmindgeno, PAI-1, u-PA,
o2-antiplasmina, TAFI, a2 -
macroglobulina

Produccidn de plasmina y
remodelacion vascular

Proteasas y anti-proteasas

MMP-1, -2, -4, -9,
ADAMTS13, ADAMSI0,
ADAMSL17 (TACE), TIMPs
1-4, inhibidor plaquetario del
FIX, C1 inhibidor, al -anti-
tripsina.

Angiogénesis, regulacion de la
coagulacién y de mecanismos
celulares

Factores de crecimiento y
mitogénicos

PDGF (A, By C), EGF, IGF-
1, VEGF (Ay C), bFGF
(FGF-2), HGF, BMP-2, -4, -6,
CTGF, SCUBEL, IGFBP3

Quimiotaxis, proliferacién
celular y angiogénesis

Quimioquinas, citoquinas y
otros

TGF-B1 y -p2, IL-1, RANTES
(CCL5), IL-8, MIP-10, MIP-2,
GRO-a, MCP-1, MCP-3, PF4,
B-TG, NAP-2, angiopoyetina-
1, HMGBL1, IL-6sR,
endostatina, osteonectina,
dickkopf-1, osteoprotegerina

Regulacion de angiogénesis,
quimiotaxis, interaccion
celular, remodelacion vascular

Proteinas antimicrobianas

Trombocidinas, quinocidinas

Bactericida y fungicida

Glicoproteinas de

allbb3, avb3, GPIb, PECAM-

Adhesion y agregacion

membrana 1, constituyentes de la plaquetaria, endocitosis de
membrana plasmatica, proteinas, secrecion,
receptores para agonistas inflamacién, generacion de
primarios, P-selectina, TLT-1, | trombina, interaccion
CD63, CD40L, TF, TRAIL, plagueta-leucocito y plaqueta
furina, cellubrevina, pared vascular
syntaxina-2, clatrina

Otras 4-sulfato de condroitina, Varias

albimina, inmunoglobulinas
Gy M, precursor de amiloide
b proteina, factor H de
complemento, semaforin 3A.
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Los lisosomas poseen una estructura homogénea y se encuentran en nimero reducido. La
funcion durante la activacion plaquetaria estd dada por sus interacciones con la pared
vascular y por la digestion de componentes de matriz subendotelial. Dentro de la plaqueta
cumplen la funcion autofagia. Distintas glicoproteinas estan presentes en la membrana
lisosomal y son redistribuidas a la superficie despueés de la activacion plaquetaria producida
por estimulos fuertes como la trombina. Los microtibulos estan compuestos por moléculas
de tubulina que son heterodimeros relacionados a dos polipéptidos globulares: alfa y beta
tubulina y estan asociados con proteinas motoras como la quinesina y la dineina. Su
funcidn esta en mantener la forma de la plaqueta en reposo. Durante la activacion aparecen
en la membrana formando seuddpodos que aumentan la friccion de las plaquetas. Asi
mismo la malla de actina esta relacionada con los cambios de forma de la plaqueta y el
reordenamiento de los complejos Ib-1X-V y la formacion de seudopodos. La actina es el
mayor componente del citoesqueleto y representa el 20% del contenido proteico

plaquetario.(16).

El citoesqueleto plaquetario es un gel viscoelastico, responsable de mantener la
estabilidad de la membrana, su forma discoide y los cambios morfolégicos que estas
experimentan una vez activadas. Entre las proteinas presentes en el citoesqueleto
plaquetaria se encuentre, en una alta proporcion, la actina que se entrecruza formando una
malla con otras proteinas como la miosina, talina, proteina que se une a actina y vimentina
entre otras. Poseen un sistema tubular denso (STD) que ayudan al movimiento de diferentes
mensajes y proteinas de activacion, ademas también cuentan con un sistema canalicular
abierto que es el responsable de incorporar proteinas desde el exterior de la plaqueta y de

liberar contenido de los granulos que éste posee (18).

La membrana plaguetaria expresa otros tipos de receptores de activacion que, pertenecen
a la familia de receptores con 7 dominios hidréfobos transmembrana. Ademas, existe un

dominio n-terminal extracelular que presenta uno o mas sitios de union al ligando y un
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dominio c-terminal intracelular. Este Gltimo transduce sefiales de activacion por distintos

mecanismos (19).

4. Activacion plaquetaria

Cuando la pared vascular es agredida, se contrae por mecanismos neuro humorales; a la
vez y por la misma agresion, las plaguetas se ponen en contacto con el subendotelio,
desencadendndose una serie de reacciones que culminan con la formacién el tapon
hemostatico primario o tapon plaquetario. Estas reacciones se conocen como hemostasia

primaria (adhesion de las plaquetas al subendotelio y agregacion entre si) (20).

En resumen, las acciones basicas que desarrollan las plaquetas en la hemostasia primaria
son: adhesion: al subendotelio a través de la GPIb/IC donde actia el factor de Von
Willebrand como puente; liberacién de contenido granular: se producen una serie de
cambios bioquimicos encaminados a la liberacion de los granulos a través del tromboxano
Az que activa la bomba de calcio, estimulando de esta manera el sistema contractil con la
consiguiente expulsion del contenido de los granulos y finamente la agregacion entre las
plaquetas, utilizando como puente el fibrinégeno y como nexo de unién la glicoproteina
GPlIb/1l1a, este es el proceso estimulado por el contenido de los granulos, por componentes
subendoteliales o del entorno plaquetario y otras sustancias como la trombina o la

adrenalina (20).

Una gran cantidad de sustancias 0 metabolitos pude actuar sobre plaquetas e inducir su

activacion (como el factor de activacién plaquetaria, trombina, tromboxano (TXA2),
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fosfato de adenosina (ADP), epinefrina, vasopresina y serotonina) a través de sus
respectivos receptores, pero todas lo hacen a merced de rutas de sefializacion intracelular
que involucran un sistema de proteinas G acoplado a enzimas efectoras como las
fosfolipasas A2 (PLA2) y C (PLC), adenilato y guanilato ciclasa (20).

Hasta ahora se han identificado nueve componentes diferentes de la familia de proteinas
G en las plaquetas y, dependiendo del tipo de proteina G que participe en la sefializacion.
Se puede activar o inhibir el efecto. Un ejemplo lo constituye la regulacion por proteina G
del adenilato ciclasa y por tanto de la produccion de monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc). Un incremento de las cantidades de AMPc bloquea la liberacion de calcio en el
STD e inhibe la funcion de la plaqueta. Este es el mecanismo que utilizan las prostaciclinas

del endotelio vascular sano para inhibir la activacion plaquetaria (20).

La PLC actia sobre el fosfatidil inositol 4,5 difosfato, generando 1,2 diacilglicerol e
inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). Este se une a receptores especificos en el sistema tubular
denso y libera al citosol hasta el 40% del calcio almacenado promoviendo la activacion de
la miosina quinasa que fosforila la cadena ligera de la miosina, lo que aumenta la afinidad
de los polimeros de miosina por la actina y provoca la contraccion del citoesqueleto. A su
vez, por la accién del calcio se activan las enzimas de la via glucolitica con la subsecuente
formacion de ATP. El 1,2 diacilglicerol por su parte promueve la activacion de los
mecanismos dependientes de fosforilacion, como la activacion de la quinasa C. el DC es
degradado por la diglicérido lipasa y entre otros compuestos se genera acido araquidonico

(AA), lo que no constituye la Unica fuente de obtencion de AA en la plaqueta (20).

La fosfolipasa A2 (PLA2) genera acido araquidonico (AA) a partir de los fosfolipidos de
la membrana plaquetaria (fosfatidil colina y fosfatidil etanolamina). Este AA es
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metabolizado en la via oxidativa de la ciclooxigenasa hasta generar productos estables
finales: prostaglandinas. Por efecto de la tromboxano sintetasa se forma un potente agente
agregante plaquetario y vasoconstrictor: el tromboxano (TXA2) (20).

5. Agregacion plaquetaria

Cuando se lesiona el endotelio vascular, las plaquetas se ponen en contacto con la matriz
subendotelial. Se inician las interacciones entre las proteinas adhesivas en la pared vascular
(como el factor de Von Willebrand y coladgeno) con los receptores de la membrana
(complejos GP Ib/IX/V vy la la/lla) respectivamente como se ve en la figura 2 (21). La
adhesion de la plaqueta al endotelio vascular, mediada también por la unién de la GPVI al
colageno subendotelial inicia los procesos de activacion plaquetaria, que involucran
cambios de conformacion de muchas proteinas de membrana y expresion de estas en la

membrana plaquetaria (20).

La GP Ilb/llla, expone un sitio de fijacién que interactla con proteinas adhesivas, en
especial con el fibrindgeno. Este fibrindgeno, que se encuentra en el microambiente
plaquetario, propicia la formacion de puentes plaqueta-plaqueta, estabilizacion por el calcio
y la trombospondina, lo que garantiza la formacion del trombo primario formado por
plaquetas. La via comin y final de la agregacién plaquetaria la constituye la activacion de
esta GP, que se ha convertido en el blanco de las investigacion actuales en el uso de agentes

antiagregantes (20).
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Matriz subendotelial
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Figura 2: Inicio de agregacién plaquetaria. Principales agonistas y proteinas de adhesion
que en la plaqueta participan en el proceso de activacion plaquetaria. ADP: difosfato de
adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; FvW: factor de von Willebrand; GP:
glucoproteina; TxA2: tromboxano A2. Tomado del articulo: Plaqueta: fisiologia de la
activacion y la inhibicién. (Lopez A. 2013) (21).

6. Anticoagulantes y antiagregantes plaguetarios

6.1 Anticoagulantes plaquetarios

Los anticoagulantes de la sangre son medicamentos que permiten retardar la coagulacion
de la sangre regulando la hemostasia secundaria, por lo cual, no se mencionaran en los
estudios posteriores en el experimento in vitro, sin embargo, apuntan en la misma direccion
clinica (disminuir el riesgo de una trombosis) por lo que se mencionaran para tener clara
sus diferencias de accion y objetivos. Entre los ejemplos de anticoagulantes se encuentran

los siguientes: heparina, Warfarina, dabigatran, apixaban, rivaroxaban y edoxaban. Los
18



anticoagulantes dificultan la formacion de coagulos en el corazon, las venas y las arterias.

También pueden impedir que coagulos existentes aumenten de tamafio (22).

Son de uso frecuente en la clinica y a su vez son un grupo de sustancias de distinta
naturaleza que se pueden relacionar por su efecto bioldgico. Se pueden dividir en:
Anticoagulantes de accion directa: aquellos que son capaces de inhibir la cascada de
coagulacién. Ejemplos: inhibidores directos de trombina como lo son la hirudina y el
argatroban. Anticoagulantes de accién indirecta: son aquellos que mediante su interaccion
con otras proteinas o actuando en otras vias metabdlicas, alteran el funcionamiento de la
cascada de la coagulacién, son ejemplos de estos inhibidores mediados por antitrombina I11
(heparina o fraccionada, heparinas de bajo peso molecular, danaparoide sddico);

inhibidores de la sintesis de factores de coagulacién (derivados del dicumarol) (23).

Pueden administrarse por via parenteral (subcutanea o endovenosa) para inducir un estado
hipo coagulante de forma rapida. En clinica esta ruta se usa habitualmente por cortos
periodos de tiempo. Cuando se administran por via oral el efecto anticoagulante, es de lenta

instalacion. En general, esta via es utilizada para tratamientos de mantencion (23).

6.2 Antiagregantes plaquetarios

Los Ilamados farmacos antiagregantes o antiplaquetarios son aquellos que inhiben los
mecanismos de activacion y agregacion plaquetar. El sustrato morfologico de las
enfermedades cardiovasculares es la placa aterosclerotica y en su etiopatogenia intervienen

los llamados factores de riesgo cardiovascular como lo son: niveles de PAS (presion arterial
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sistdlica) y PAD (presion arterial diastdlica), presion del pulso en ancianos, la edad,
exposicion al tabaco, dislipidemia, glicemia basal alterada, TTOG (test tolerancia oral a la
glucosa) alterado, historia de ECV prematura en familiar de 1*' grado, obesidad abdominal

e hipertension arterial (20).

Los factores de riesgo cardiovascular producen en las células del endotelio vascular
alteraciones endoteliales, lo que es conocido como “disfuncidon endotelial”, lo que provoca
la acumulacién y la exudacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), originando la
infiltracion de monocitos en el espacio subendotelial que captan lipidos, transformandose
en celulas espumosas, estas desencadenan una respuesta inflamatoria y fibroproliferativa
cronica que hace progresar las lesiones aterosclerdticas provocando los procesos de

adhesion, activacion y agregacion de las plaquetas formando un trombo (20).

Los farmacos antiagregantes se pueden clasificar segin a que nivel actuen en la
formacion del trombo. Existen los inhibidores de la agregacién en donde podemos
encontrar inhibidores de la enzima ciclooxigenasa (como el acido acetilsalicilico y el
trifluzal), inhibidores de la enzima tromboxano-sintasa y receptores de tromboxano (aunque
no se ha podido confirmar su eficacia en el humano), inhibidores de receptores ADP como
ticlopidina y clopidogrel, inhibidores de glucoproteinas 11B-I11A que inhiben e receptor GP
Ib/1lla bloqueando la etapa final de la agregacion plaquetaria como el abciximab,
xemilofiban, orofiban y sibrafiban y por otro lado tenemos los inhibidores de la activacion
plaquetar que lo provocan es un aumento de AMP ciclico como el caso del dipiridamol
(20).

Los mecanismos de accién y absorcion de los farmacos son distintos por lo cual se hace
imprescindible el conocimiento de estos (20).
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El &cido acetilsalicilico o AAS se absorbe en el estdmago y n el intestino delgado
transformandose en acido salicilico. Su concentracion plasmética méaxima se
alcanza a los 30 minutos y su vida media plasmatica es de 20 minutos. Su
mecanismo de accién es por inhibicion de la COX-1 de las plaquetas de forma
irreversible por lo cual solo se pueden generar nuevas plaquetas para revertir el
efecto.

El trifluzal tiene una estructura similar a la aspirina, su efecto es inhibir también la
COX-1 bloqueando la formacion de tromboxano, ademas inhiben la fosfodiesterasa
y aumentan las concentraciones de AMP ciclico en las plaquetas y endotelio
potenciando el efecto antiagregante.

El clopidogrel y ticlopidina son derivados de las tienopiridina, inhiben la agregacion
plaquetaria inducida por el ADP y deben ser metabolizacion por el higado para ser
activos. El metabolito activo se une al receptor del ADP (P2Y12) de la membrana
plaquetar de forma irreversible durante toda la vida de la plaqueta.

El dipiridamol es una pirimidopirimidina que inhibe la receptacion de adenosin en
las plaquetas, células endoteliales y eritrocitos provocando un incremento de este y
la inhibicion de la agregacién plaquetar ademas de tener propiedades
vasodilatadoras.

El Cilostazol produce inhibicion en la fosfodiesterasa Il siendo un antiagregante y
vasodilatador.

El Prasugrel es una tienopiridina que se activa en el higado, su efecto antiagregante
es por bloqueo irreversible del receptor P2Y 12.

El ticagrelor es una ciclopeniltriazolopirimidina que inhibe de manera directa y
reversible al receptor P2Y 2.

El cangrelor es analogo de ATP siendo inhibidor reversible del receptor P2Y 12 su
administracion es intravenosa.

El elinogrel es un inhibidor del P2Y12 directo y reversible, via oral o intravenosa. En
estudios de fase I1.

El picotamide es un inhibidor del tromboxano A2 (TXA2) y de los receptores del
TXAZ2 sintetasa ademas de tiene efectos de disminucion en el tono vascular y

reducir la proliferacion de celulas musculares lisas.
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- Inhibidores de la glucoproteina 1IB-111A; inhiben el receptor GP I1b/11la bloqueando
la etapa final de la agregacion plaquetaria. Ademas, se une al receptor de
vitronectina en plaquetas y células endoteliales. Estos son: lamifiban y tirofiban
(20).

Figura 14. Mecanismo de accion de los antiagregantes.
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Figura 3: Mecanismos de accién de los anti agregantes plaquetarios. Tomado de
Tratamiento de antiagregantes y anticoagulantes. (Polo-Garcia J, 2011) (20).

7. Terapia antiplaquetaria

Con la llegada de los antiplaquetarios se dio un gran avance en el tratamiento de los
eventos tromboticos revolucionando la manera de tratar los infartos y los accidentes
cerebrovasculares. Con combinaciones entre antiplaquetarios se puede potenciar el efecto

antitrombdtico mejorando los resultados y la reversion de los eventos, sin embargo, puede
22



tener efectos secundarios como el sangrado por lo cual se debe tener siempre consciente
que medicamentos se estdn recomendado y al paciente al cual van dirigidos.
Aproximadamente existen alrededor de 20 farmacos antiplaquetarios, teniendo ejemplos de
administracion tanto orales como intravenosos como el tirofiban, abciximab y la eptibatida
(24).

En la actualidad el valor de una medida preventiva o terapéutica puede aceptarse si se
demuestra su beneficio de forma inequivoca mediante estudios clinicos bien disefiados,
prospectivos y aleatorios permitiéndole a campos clinicos tener guias que les permitan
saber como y que usar ante circunstancias clinicas similares. Gracias a estos maltiples
estudios se pueden crear conclusiones de los tratamientos tromboliticos, antitrombdéticos,

asi como de la antiagregacion plaquetaria (25).

Los efectos antiplaquetarios han jugado un papel relevante en el tratamiento de sindromes
coronarios agudos, los accidentes cerebrales y la enfermedad arterioesclerdtica de
miembros inferiores, sobre todo en la Gltima década y es gracias a su utilizacion que se han
revertido eventos trombéticos sin secuelas para los pacientes dando asi la posibilidad de
una revascularizacion efectiva. Las lesiones ateroscleroticas abarcan principalmente la capa
media, la capa endotelial de la arteria y es en el lumen arterial donde se desencadena todo el
fenémeno trombdtico. El endotelio vascular cuenta con un sistema anticoagulante y anti
agregante que incluye varias sustancias como: la proteina C, la proteina S, la antitrombina
I11, el sulfato de heparan, el éxido nitrico, las prostaciclinas, el CD39 y la ectonucleo

peptidasa entre otras (24).

La aspirina: interfiere con la sintesis de prostaglandinas, ejerciendo su efecto
antiplaquetario a través de la inhibicion irreversible de la ciclooxigenasa-1 a dosis bajas
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mientras que a dosis elevadas es un inhibidor no selectivo de Cox. El principio activo es el
acido acetilsalicilico (24). Es uno de los compuestos mas comunes y utilizados y su
estructura se ve en la figura 4 (26).

El efecto terapéutico de la aspirina es dosis dependiente, este factor es muy importante
porque el efecto antitrombotico se obtiene administrando la dosis de 75 a 100mg, esta dosis
se utiliza para prevencion de trombosis coronaria y en dosis elevadas de 500 a 100mg
tienen efecto antiinflamatorio, analgésico, anti proliferativo y antipirético. Utilizada
también en embarazadas que cursan con preeclampsia para reducir la morbimortalidad. Su
vida media es de 20 minutos pero el efecto antitrombdtico se mantiene hasta 48 horas

después de administrar la dosis (24).

El efecto de la aspirina se puede medir con la prueba de tiempo de sangre, observandose
una prolongacion de esta, es importante enfatizar que si el paciente toma aspirina con
cubierta entérica el efecto se denostara en 3 a 6 horas después de la administracion, aunque
se puede obtener un efecto mas rapido si se mastica la aspirina. (24). La duracion del efecto
antiplaquetario oscila entre 4 a 10 dias que es el promedio de vida de las plaquetas. Las
indicaciones de aspirina son para: Angina estable, sindrome coronario agudo, en caso de
intervencionismo coronario agudo, en prevencion primaria y secundaria de paciente con
riesgo vascular. La dosis antiplaquetaria es de 75 a 100mg y lo niveles en el plasma
aparecen entre los 5 y 30 minutos teniendo un maximo de concentracion a los 30 minutos y
prologadndose por 2 horas. La eliminacion del compuesto es de 15 a 20 minutos, pero la
inhibicidn plaquetaria persiste hasta 7 dias. Los pacientes tratados con aspirina tienen una
reduccion de riesgo de complicaciones cardiovasculares de un 25% independientemente d
cual fuera el territorio vascular involucrado (cerebral, miocardico o vascular periférico)
(24).
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Tiene contraindicaciones como en pacientes con ulceras gastricas o duodenales, gastritis
aguda o crénica, alergia a la aspirina, trastornos de coagulacion que cursen con sangrado
como la hemofilia y accidente vasculares hemorragicos, en general, cualquier estado que el
sangramiento sea un sintoma y que la aspirina conlleve a un cuadro mas grave. Si el
paciente es menor de 16 afios y cursa con un cuadro viral no se recomienda administrar ante

la posibilidad de desarrollar un sindrome de Reye (24).

COOH COOH

OH OCOCH;
O

Acido salicilico Acido acetilsalicilico

Figura 4: Estructura del acido salicilico. Tomado de Intoxicacion aguda por Acido Acetil

Salicilico. Parte 1: farmacologia y fisiopatologia. (Jara, RC 2016) (26).

La velocidad de absorcién del AAS esta determinada por multiples factores como la
forma de administracidn, su dosis, tasa de desintegracién-disolucion, el pH de la superficie
mucosa y el tiempo de vaciado gastrico. A dosis terapéuticas es rapidamente absorbido
tomando entre 15-30 minutos de su ingesta su deteccion en la sangre y su mantenimiento en
ella. La absorcion se puede retrasar por la coingestion de agentes que puedan disminuir el
vaciamiento gastrico y motilidad intestinal, también por la presencia de comida y dentro de
otros posibles determinantes encontramos anticolinérgicos, narcoticos, bloqueadores

ganglioliticos etc. (26).

Se distribuye a los tejidos por un proceso pasivo y depende de las concentraciones séricas
del farmaco, los niveles de albumina y de la competencia con otras drogas por los sitios de

unién a proteinas. Su transportador es la albumina, aunque en pacientes hipoalbuminémicos
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se encontrara en mayor proporcion en el plasma. EI AAS es absorbido como tal, pero una
porcion es hidrolizada y entra a circulacion como acido salicilico. EI AAS restante es
hidrolizado en plasma, higado y eritrocitos. Si eliminacidn es principalmente por via renal y
su vida media varia dependiendo de la concentracion plasmatica y pH urinario.
Aproximadamente un 75% es eliminado como acido salicilurico, un 10% como acido
salicilico, otro 10% como gluoronido fendlico salicilico, un 5% como glucorénido acilico y
menos de 1% como &cido gentisico (26).

El clopidogrel es un antiplaquetario que pertenece al grupo de los tienopiridina. Es un
profarmaco que acta mediante la inhibicion irreversible de un receptor P2Y12, el cual
inhibe la agregacion plaquetaria y la union de plaquetas por medio de la fibrina. Al
bloquearse este receptor impide la activacién de la via de la glicoproteina Ilb/llla. La
respuesta de este farmaco se determina genéticamente. Las tabletas tienen una presentacion
de 75 y 300mg y su inhibicion plaquetaria puede ser demostrada 2 horas después de su
administracion, pero, como su efecto se requiere de manera inmediata se necesita
administrar dosis de carga de 300 a 600mg. La carga de 600mg inhibe casi por completo la
agregacion plaquetaria desde unas 2 horas, mientras que una carga de 300mg necesita de 24
a 48 horas para obtener el mismo grado de inhibicion plaquetaria. (24)

Las indicaciones del clopidogrel son similares a la aspirina, se usa en la prevencion de
eventos isquémicos y en tratamientos de estos. Las principales interacciones
medicamentosas del clopidogrel es con los inhibidores de bomba de protones (como el
omeprazol, esomeprazol) y otros farmacos como la cimetidina, el etravirine debido a la
inhibicion de la CYP2C19. (24). Su efecto adverso principal también es el sangrado y ya
que su efecto se prolonga por 7 dias hay que suspender su tratamiento ante una pronta

cirugia o bypass para evitar el exceso de sangrado.
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El trifluzal es un derivado de los salicilatos, pero no de la aspirina, su mecanismo de
accion se realiza mediante la inhibicion del tromboxano A2 blogueando irreversiblemente
la enzima ciclooxigenasa 1. No altera la prostaciclina vascular que tiene efecto
anticoagulante. Su dosis es de 300mg por dia y este medicamento no debe usarse en
pacientes alérgicos a los AINES, con historial de reacciones broncoespasmo, asma, rinitis
alérgica y estd contraindicado en pacientes con ulcera péptica y gastritis. Se utiliza
mayormente en profilaxis de trombosis coronaria y cerebral (24).

Cilostazol es un derivado de 2-oxoquinolone que tiene 5 propiedades benéficas como lo
son: vasodilatador, antiplaquetario, tiene propiedades anti proliferativas que reducen las
células del musculo listo y la hiperplasia de las células endoteliales. Su presentacién es en
tabletas de 50 y 100mg y se indica en pacientes con enfermedades vasculares periféricas.
Su metabolismo es en el higado por el citocromo p450 y tiene interacciones
medicamentosas con antibioticos como macroélidos, anti fungicos, calcio antagonistas e

inhibidores de bomba de protones.(24).

Ticagrelor o brilinta es un antiplaquetario que ejerce este efecto por la inhibicion del
receptor P2Y12 y no requiere de activacion metabdlica. Se utiliza como alternativa para el
tratamiento de sindrome coronario agudo y sobre todo para pacientes que tienen resistencia
al clopidogrel. La inhibicion plaquetaria con el ticagrelor es reversible por lo cual tiene
ciertas desventajas, al suspender el medicamento se dé un efecto rebote que puede
desencadenar en una trombosis, también, es que tiene que ser administrado 2 veces al dia
debido a que posee una vida media corta y ademas, se debe exceder la dosis de 100mg de
aspirina en los pacientes que toman ticagrelor porque aumenta el riesgo de sangrado. Su
ventaja radica en que a las 2,5 horas se logra una inhibicion plaquetaria mayor que con el
clopidogrel siendo indicado para tratamiento y prevencion de eventos trombéticos

cardiovasculares. (24).
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Los principales efectos adversos son la disnea, dolores de cabeza, bradicardias y pausas
sinusales por lo que al prescribirse se debe tener especial cuidado con los pacientes que ya
tienen bradicardia especialmente debido a que el medicamento disminuye la frecuencia
cardiaca. El ticagrelor es metabolizado a nivel hepatico en el citocromo CYP3A. su
dosificacion es en una carga de 2 tabletas de 90mg cada una y se continua con 90mg 2
veces al dia. Concomitantemente se utiliza con una dosis de carga de 325mg de aspirina y
la dosis de mantenimiento de 81mg de aspirina (24).

Su mecanismo de accion ejerce su efecto antiplaquetario a través de la inhibicion
reversible del reversible del receptor de la plaqueta P2Y12. Su mayor efecto antiplaquetario
ocurre a las 1,5 horas de administrado y sus principales interacciones medicamentosas se
dan con sustancias que se metabolizan a nivel del citocromo CYP3A4 como los
itraconazoles o las estatinas, principalmente la simvastatina, claritromicina y los calcio
antagonistas. Sus contraindicaciones son la evidencia de sangrado intra craneano 0
sangrado activo a cualquier nivel, no debe prescribirse a pacientes con enfermedad hepética
severa, en embarazo ni lactancia y tampoco a nifios. La suspension de este medicamento
debe realizarse por lo menos 5 dias antes de una cirugia. Puede administrase
concomitantemente con heparina, heparinas de bajo peso moléculas, inhibidores de las
glicoproteinas Ilb/Illa, inhibidores de bomba, con los inhibidores de angiotensina y con

beta blogueador, pero con precaucion (24).

El Prasugrel también es una tienopiridina lo que conlleva a ser un inhibidor de la
activacion y agregacion plaquetaria en el receptor de P2Y12 ADP vy su indicacién es en
pacientes con sindrome coronario agudo o pacientes que van a ser sometidos a angioplastia
con colocacion del stent. Este medicamento ha demostrado que en pacientes con sindrome
coronario agudo y en intervenciones coronarias existe una reduccion de eventos
isquémicos, menor trombosis del stent, pero mayor riesgo de sangrado. Su efecto es mejor

al ser comparado con el clopidogrel sin embargo se observd que existen tres grupos de
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mayor riesgo de sangrado con este medicamento como lo son: pacientes mayores a 75 afos,
con peso menor a 60 kg y en aquellos que habian sufrido un accidente vascular cerebral
previo (24).

Este farmaco tiene una vida media de 7 horas con un pico de absorcién a los 30 minutos,
el efecto antiplaquetario es de 7 a 10 dias. Su presentacion viene en tabletas de 10mg y
contienen lactosa por lo cual se debe realizar la pesquisa del paciente y saber si es
intolerante o alérgico a este azUcar. En caso de necesitar una cirugia el tratamiento se debe
suspender 7 dias previos antes para evitar el sangrado. Para su prescripcion se recomienda
una dosis de carga de 60mg y luego se continua con 10 mg por dia. En pacientes con peso
menor de 60 kg se recomienda una dosis de 5 mg/dia, este medicamento no se recomienda
en pacientes con ulceras, gastritis ni con antecedentes de sangrado intra craneano o
pacientes mayores a 75 afios. Dentro de los posibles eventos adversos se encuentra la
purpura trombocitopénica trombdtica (24).

Tabla 2. Recomendaciones de antiplaquetarios en la préctica clinica. Extraido y
adaptado de Manejo practico de agentes antiplaquetarios y terapia puente.(Xavier DI, 2017)
(27).

Clopidogrel

- Tratamiento SCA (cony sin elevacion ST).

- Pacientes con SCA susceptibles de intervencionismo coronario y con riesgo hemorragico
elevado.

- Suspender al menos 5 dias antes de circulacion extracorpérea (CEC) o cirugia mayor.

Prasugrel

- SCA con elevacion ST e intervencionismo coronario.

- Eventos isquémicos con clopidogrel.

- Contraindicado en:
> Paciente con antecedentes de ictus o accidente isquémico transitorio (AIT).
» Edad mayor a 75 afios.
» Peso menor a 60 Kkg.

- Suspender al menos 7 dias antes de CEC o cirugia mayor.
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Ticagrelor

- Tratamiento médico o intervencionista de SCA con anatomia coronaria no definida.

- Pacientes en los que no se puede diferir cirugia de revascularizacion urgente.

- Terapia puente en pacientes que reciben clopidogrel o Prasugrel requiere terapia
antiplaquetaria previa cirugia.

- Evitar en pacientes con EPOC y arritmias.
Suspender al menos 3 dias antes de CEC o cirugia mayor

Inhibidores Ilb/ll1a

- No se indican de manera sistémica.

- Suindicacion debe surgir de los hallazgos angiograficos o vinculados a la ATC.

Los antiagregantes de prevencion primaria se utilizan en pacientes sin enfermedad
cardiovascular previa y aunque su beneficio no ha sido demostrado en pacientes sanos cabe
recalcar que su uso en pacientes con afecciones ha reducido el riesgo de ictus isquémico (en
mujeres) y en hombres los infartos al miocardio. La recomendacion para hombres entre 45
y 79 afios es la fomentacion de uso de AAS cuando el beneficio potencial sobre a
enfermedad supere al riesgo de HGI, en mujeres de entre 56 y 79 afios se utiliza el mismo
criterio y para hombres y mujeres bajo el rango de edad anteriormente mencionado o se
fomenta el uso de AAS en prevencion de IAM. Para hombres y mujeres mayores a 80 afios
tampoco existe una recomendacion especifica. La asociacién americana de diabetes
recomienda el uso de AAS en dosis bajas (75 a 162 mg al dia) para la prevencion primaria
de cuadros cardiovasculares en pacientes diabéticos mayores de 40 afios y para pacientes de

entre 30 y 40 afios asociado a algun otro factor de riesgo cardiovascular (20).

Los antiagregantes que se utilizan en la prevencion secundaria son mas amplios y
especificos debido a que se utilizan en pacientes que han tenido una enfermedad
cardiovascular por lo que se objetivo es evitar la recurrencia y reducir la mortalidad de
dicha enfermedad por lo que sus indicaciones de farmacos dependeran del cuadro a

prevenir.

- Para pacientes con una angina estable se recomienda el uso de AAS con clopidogrel

como alternativa.
30



- Para los pacientes con sindromes coronarios agudos sin elevacion del segmento ST
(SCASEST) se recomienda el uso de AAS, sin embargo, durante los primeros
meses se puede utilizar una combinacion de clopidogrel + AAS para mejorar su
efectividad.

- Para un infarto agudo al miocardio previo se utiliza AAS como medicamento
principal y clopidogrel como alternativa.

- Para un AVC isquémico agudo también se utiliza AAS y si es una AVC previo se

puede contar también con clopidogrel como alternativa (20).

El manejo de la antiagregacion plaquetaria en los sindromes coronarios agudos esta bien
documentado en las guias de las distintas sociedades cientificas. La aspirina continda
siendo una droga fundamental en las distintas estrategias de tratamiento junto con el
beneficio de otros agentes como los inhibidores de la P2Y12, ya sea clopidogrel, ticagrelor
y Prasugrel. En cuanto a la terapia de puente hay varias estrategias, desde usar drogas de
menor vida media como el ticagrelor hasta el uso de inhibidores de GP Ilb/Illa en casos de
alto riesgo de trombosis. En los cuadros cerebro vasculares, la aspirina se usa en la mayoria
de las indicaciones y los nuevos antiplaquetarios se estan evaluando en distintos cuadros.
En la arteriopatia periférica el arsenal terapéutico es menor. El estudio de nuevas drogas es

importante para el manejo de terapias antiplaquetarias (27).

8. Nuevos compuestos con actividad antiplaquetaria

La basqueda de nuevos farmacos y compuestos para inhibir la actividad plaquetaria se

realiza intensamente en distintos estudios y con diferentes objetivos. Algunos de estos es la
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busqueda de tratamientos especificos para pacientes que requieran un farmaco especial, por
ejemplo, los pacientes con enfermedad renal crénica (ERC) tienen tendencias hemorragicas
y trombdticas debido a la disfuncion plaquetaria y a una alteracion plaqueta-subendotelio
por lo que la indicacion de antiagregantes o anticoagulantes ante la aparicion de fibrilacion
auricular (FA) es compleja debido a que se difieren en su farmacocinética renal. Esta es la
arritmia cardiaca cronica méas frecuente y el tromboembolismo con la ictus isquémico son

las complicaciones mas importante (28).

La utilizacion de farmacos ya existentes y la creacion de nuevos también es muy factible
de estudiar. Se ha demostrado el vinculo entre la disfuncion mitocondrial y los trastornos
asociados a las plaguetas, por lo tanto, una intervencién dirigida a las mitocondrias puede
ser explorado en el disefio de nuevos compuestos con potencial terapéutico. Las
investigaciones sobre la funcion de la mitocondria en estos casos han permitido identificar
moléculas desde fuentes naturales, sintéticas y algunos farmacos aprobados por la FDA
(como la metformina y estatinas) actdan sobre las mitocondrias de las plagquetas inhibiendo
la respiracién mitocondrial y su actividad antioxidante. Estos compuestos, por tanto,
previenen la disfuncion mitocondrial, la activacion plaquetaria y la hiperpolarizacion
mitocondrial previniendo la trombosis venosa y arterial sin riesgo de sangrado. La funcion
de las mitocondrias de las plaquetas esta relacionado al riesgo trombético que se produce
con la quimioterapia y la irradiacion inducida que producen trombocitopenia. Por esto es
importante el disefio de nuevas investigaciones con foco hacia las mitocondrias y su dafio

oxidativo hacia las plaquetas en érganos metabdlicamente activos (29).

Existen estudios que realizan hallazgos de estructuras quimicas capaces de inhibir la
agregacion plaquetaria incluso cuando se les agregan potentes estimuladores de formacién
de tampon plaguetar como lo es el colageno o el trap-6. En este caso particular se evidencia
que el uso de orto-carbonyl hydroquinones puede inducir una inhibicion de la agregacion
plaquetar en un estudio in vitro. Modificaciones sobre el anillo, en este caso, sustituciones

de gema-dietil/metilo y la adicion del tercer anillo de armazon incluyen en el valor de S.l1'y
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la potencia inhibitoria respectivamente. Un derivado de la hidroquinona
ortocarbonilbiciclica tenia selectividad hacia la agregacion plaquetaria dependiente de la
sefializacion inducida por colageno y un derivado de gema-dietilo de triciclo era un agente
dual gue inhibia la agregacion plaquetaria estimulada por colageno y TRAP-6. Concluyen
que estos hallazgos pueden usarse para un desarrollo de nuevos farmacos en enfermedades

de trombosis relacionadas con plaquetas (30).

HO, OH
/4, (],/?}1
H = \_( OH >
s \ [ W
~~ OH HO— O e,
HO—~—7—~"
HO

Avarol Arbutin

OH OH

Ik A

T @

/\/ oWy~ T,,

T OH OH
2,5-Di-(tert-butyl)-p-hydroquinone p-Hydroquinone

Figura 5: Representacion de las estructuras quimicas con actividad antitrombdtica.
Tomado de Synthesis of antiplatelet ortho-carbonyl hydroguinones with differential action

on platelet aggregation stimulated by collagen or TRAP-6. (Méndez Diego, 2020).(30)

9. Citometria de flujo y marcadores de activacion plaquetaria

La citometria de flujo es una técnica de analisis que permite identificar a diferentes
poblaciones celulares simultaneamente, asi como obtener gran informacion de ellas

dependiendo de las proteinas que se expresen y los marcadores que se utilicen. Se utiliza
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para investigacion y para analisis clinico ya que resulta Gtil y especifico a la hora de
identificar compuestos marcados especificamente. Un citometro de flujo se encuentra

compuesto por tres principales sistemas, el de fluidos, el 6ptico, y el electrénico (31).

El sistema de fluidos tiene como funcion alinear y transportar a las células dentro de una
camara de flujo hacia el haz de luz; por tanto, es necesario que la muestra se encuentre
suspendida en un fluido. Para lograrlo, se aplica una propiedad hidrodindmica, que consiste
en la inyeccién de la muestra en el centro de una corriente de fluido envolvente, el cual
puede ser agua o un buffer de fosfatos. Lo anterior se logra porque la presion de la muestra
es mayor que la presion del liquido envolvente. Gracias a este sistema, las células pueden
ser alineadas en “fila india”, y de esta manera se asegura que el haz de luz incida sobre una

célula alavez (31).

El sistema oOptico esta compuesto por laseres y filtros, que se encargan de iluminar a las
células y dirigir las sefiales resultantes hacia los detectores apropiados. Las células, al ser
incididas por el laser, tendrén la capacidad de dispersar la luz de acuerdo con su tamafio y
su granularidad. En caso de que la luz se disperse frontalmente, se obtendra un parametro
denominado FSC (forward scatter), que indica el tamafio de la célula. Por tal motivo,
aquellas células marcadas con fluorocromos seran excitadas por el laser y la luz sera
dirigida hacia un detector, el cual recibira la longitud de onda emitida por la excitacion del
fluorocromo. Gracias a este sistema, se puede conocer el tamafio y la granularidad de la
célula, asi como las proteinas que se expresan (marcadores), permitiendo asi la
identificacion de diferentes tipos celulares. A medida que el citdbmetro posea mas

detectores, mayor serd su capacidad para identificar poblaciones celulares (31).
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Una vez que la sefial luminosa es generada cuando el haz de luz incide en la célula, ésta
debe traducirse en sefiales electronicas. El sistema electronico consta de sensores luminosos
como fotodiodos y fotomultiplicadores, que tienen la finalidad de convertir los fotones en
electrones y éstos, a su vez, en corriente eléctrica. De este modo, la sefial eléctrica es
recibida por la computadora y traducida en graficos e histogramas. Los resultados
obtenidos pueden ser representados mediante diferentes estilos, desde una gréfica de puntos
hasta una figura tridimensional; la clave se centra en seleccionar los graficos que reflejen

los resultados con precision y sin generar confusiones (31).

El marcaje celular con anticuerpos monoclonales acoplados a fluorocromos representa un
paso crucial para la identificacion de subtipos celulares mediante el uso de la técnica de
citometria de flujo. Los anticuerpos monoclonales permiten detectar y “etiquetar”
poblaciones especificas de células. Esta tecnologia consiste en la creacion de un anticuerpo
que sea capaz de unirse a una estructura especifica (antigeno), mismo que se expresa en el
tipo celular que se requiere identificar. Adicionalmente, este anticuerpo debe contener una
unién covalente a un fluorocromo, que emitira luz fluorescente cuando sea excitado por el
laser, de este modo, la célula se “tifie” y facilitara la identificacién de las células que se

unieron al anticuerpo o marcador (31).

Hoy en dia se cuenta con una gran cantidad de anticuerpos acoplados a fluorocromos que,
cuando son excitados, emiten fluorescencia a diferentes longitudes de onda. Por ejemplo,
algunas moléculas emitiran luz verde, naranja, azul, roja o amarilla, dependiendo del
fluorocromo seleccionado. Ello permitira estudiar diversas poblaciones celulares a la vez.
Es importante mencionar que, dependiendo del modelo de citometro de flujo que se utilice,

sera la cantidad de colores que se puedan leer simultaneamente (31).
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La p-selectina, expresada en plaquetas y células endoteliales, fue conocida como proteina
de membrana granular (GMP-140) o proteina de activacion plaquetaria dependiente de la
membrana externa granular (PADGEM). Se sintetiza en células endoteliales y plaquetas
permitiendo la union de leucocitos, principalmente, neutrofilos y monocitos a estas células.
Posteriormente se almacena en los cuerpos e Weibel-palade de las células endoteliales y en
la cubierta de granulos alfa y granulos densos de las plaquetas inactivadas y desde estos
lugares es trasladada a la superficie células por estimulo de mediadores inflamatorios como
la trombina, histamina y leucotrieno C4 por lo que funciona como un marcador a la hora de
querer conocer en que momento la plaqueta se encuentra activada ya que quedara expuesta
en la membrana de la célula al liberarse los granulos alfa (32). Para la investigacion por
citometria de flujo se utilizan anticuerpos para la p-selectina, como el anti-human CD62-
ACP (33).

CD63 fue una de las primeras proteinas encontradas para la identificacion de plaquetas
activadas, es también conocida como glicoproteina 40 (Pltgp40). Esta establecido que
también es un componente de las membranas de los endosomas y lisosomas tardios,
conocido como lysosome-associated membrane protein 3 (LAMP-3), estd ampliamente
expresado en diferentes tipos de leucocitos y células epiteliales, pero no en eritrocitos.
Cuando hay estimulacion de la célula esta molécula se moviliza hacia la superficie celular
involucrandose en procesos inmunoldgicos, de crecimiento, migracién, transduccion,
hospedador-patdgeno interacciones, fagocitosis y cancer. Existen anticuerpos como el
COS3A que se utilizan para las investigaciones debido a que son marcadores de esta
proteina y son facilmente utilizables, se pueden crear en laboratorios o se pueden adquirir
comercialmente. Los anticuerpos que se utilizan normalmente ya vienen conjugados con un
fluorocromo que al unirsele a su antigeno emitird fluorescencia que permitira la lectura
(34,35).
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Existen otros marcadores para la activacion plaquetar como CD69, GPIIb/Illa [PAC-1],
PF4, CD40L, integrinas como beta 1 y 3, proteinas moduladoras de respuestas inmunes
como antigenos VLA-2, receptores de colageno, proteinas de union, entre otras. La mayoria
son liberadas desde los distintos granulos que se encuentran dentro de las plaquetas por lo
cual, al activarse se pueden medir en el espacio extramedular por inmunofluorescencia,
citometria o ELISA dependiendo del estudio. Como se dijo anteriormente las plaquetas
estan envueltas en distintos procesos por lo que las vias de activacion y sus biomarcadores
pueden abrir nuevas posibilidades diagnosticas en el seguimiento de enfermedades y el

descubrimiento de farmacos (36).

La anexina V es una proteina de unién a fosfolipidos dependiente de Ca2 + de 35-36 kDa
que tiene una alta afinidad por la PS y se une a las células con PS expuesta. La anexina V
puede conjugarse con fluorocromos que incluyen FITC. Tiene una elevada afinidad por la
fosfatidilserina (molécula que se transloca al exterior de la membrana en plaquetas en

apoptosis) (37).
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HIPOTESIS

El compuesto cloro-acilhidroquinona (HQM5BCI) inhibe la agregacion y activacion

plaquetaria.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la inhibicion de la agregacion y activacion plaquetaria del compuesto cloro-
acilhidroquinona (HQM5BCI).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la actividad antiagregante plaquetaria del compuesto cloro-
acilhidroquinona (HQM5BCI) en plaqueta estimuladas con PMA.

2. Determinar la inhibicion de la activacion plaquetaria (con P-selectina y CD63) del
compuesto cloro-acilhidroquinona (HQM5BCI).

3. Estudiar el mecanismo antiplaquetario del compuesto cloro-acilhidroquinona
(HQMS5BCI) (midiendo ERO y anexina).
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MATERIALES Y METODOS

Buffer Tyrodes sin calcio (Buffer lavado de plaquetas) ajustado a pH 7,4.

Utilizado para resuspender las plaquetas, tiene caracteristicas como ser un medio apto

para mantener células debido a que tiene un pH igual al fisiologico, iones y sales

haciéndole isotonica al igual que el liquido intersticial por lo que se utiliza para

experimentos fisiologicos. Su objetivo seria sustituir al plasma y mantener viables las

plaquetas por hasta 3 horas.

Cuadro de protocolo de elaboracion de buffer Tyrodes.

Reactivo PM Concentracion | Volumen | mmol/50 | Gramos
final (mM) agua des. ml
NaCl 58,4 134 50 6,7 0,3912
NaHCO3 84 12 50 0,6 0,0504
KCI 74,55 2.9 50 0,145 0,0108
Na2HPO4 1419 0.34 50 0,017 0,0024
MgCI2 x 95,21 1 50 0,05 0,0102
6H20
Glucosa 180,156 5 50 0,25 0,0450
Buffer Hepes - 10 50 0,5 0 500 pL
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Protocolo agregacion con plaquetas lavadas

- Extraer sangre venosa con anticoagulante ACD. Proporcion Sangre: ACD; 4: 1.

- Centrifugar la sangre por 10 minutos a 1200 rpm para obtener PRP (utilizar la
centrifuga sin freno ni acelerador).

- Extraer PRP y centrifugar en microcentrifuga por 8 minutos a 3000 rpm a 4°C.

- Re suspender pellet de plaquetas en TAF (buffer Tyrodes sin calcio): ACD; 9:1.

- Centrifugar en microcentrifuga por 8 minutos a 3000 rpm a 4°C.

- Re suspender pellet de plaquetas en TAF sin calcio, manteniendo en hielo.

- Ajustar la concentracién a 250.000-300.000 plaquetas/uL aproximadamente.

Reaccion de agregacion:

- Control: 484 uL de plaquetas + 1 uL DMSO (0,2%) + 10 uL de CaCl2 (2 mM).
Preincubar 5 minutos a 37°C.
- Ensayo: 480 uL de plaquetas + 1 uL compuesto en estudio + 10 uL de CaCl2 (2

mM). Preincubar 5 minutos a 37°C.
Iniciar la agregacion con el agonista:

- 5 uL de PMA 10 uM (phorbol 12-myristate 13-acetate). Concentracién final en la
cubeta 100 nM.

Un control normal de agregacién debe ser entre 60-80%.

Este protocolo también aplica para otros agonistas. Iniciando la reaccion con los siguientes

volUimenes y concentraciones:

- 3,3uL de TRAP-6 (5 uM).
- 5uL de Colageno (1 ug/ml).
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Protocolo Anexina V

Se utilizan plaquetas lavadas al igual que el protocolo anteriormente mencionado.

Condiciones de estudio:

- 1. Anexina Basal: 485 uL de plaquetas + 1 uL DMSO + 10 uL de CaCl2 (2 mM).

- 2. Anexina full: 480 uL de plaquetas + 1 uL DMSO + 10 uL de CaCl2 (2 mM) + 3,3
uL de TRAP-6 (5 uM) + 5 uL de Colageno (1 ug/ml).

- 3. Compuesto: 480 uL de plaquetas + 1 uL compuesto en la concentracion deseada
+ 5 uL de CaCl2 (1 mM).

Incubar todas las condiciones de estudio 5 minutos a 37 ° C en termo bloque.

Tomar alicuota de 50 uL de cada condicion y diluir con 150 uL de buffer de anexina 1x

(ver inserto). Homogeneizar e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Tomar alicuota de 30 uL de cada tubo anterior y marcar con 1 uL del anticuerpo Anexina V
FITC, en oscuridad.

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

Diluir cada condicion con 100 uL de TAF y leer en citometro de flujo (FL1).

Protocolo medicion ERO en plaguetas con la sonda Dihydroethidium

- Utilizar protocolo para obtencion de plaquetas lavadas.

- Ajustar la concentracion a 50.000 plaquetas/uL aproximadamente y adicionar CaCl2
(2 mM).

- Marcar en oscuridad la suspension de plaquetas, adicionando la sonda de ROS
Dihydroethidium en dilucion 1:1000 (10 uM).
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Realizar las condiciones de estudio:

- Control ROS basal: 499 uL suspension de plaquetas + 1 uL DMSO (0,2%).

- Control inductor ROS: 482 uL suspension de plaquetas + 8 uL Antimicina A (20
uM).

- Compuesto: 499 uL suspension de plaquetas + 1 uL compuesto.

Incubar durante 30 minutos a 37° C en termo bloque en oscuridad

Leer mediante Citometria de flujo en FL2.

Protocolo CD62 y CD63

- Utilizar protocolo para la obtencion de plaquetas lavadas como el protocolo

anterior.

Condiciones de estudio:

- 1.Basal: 489 uL de plaquetas + 1 uL DMSO + 10 uL de CaCl2 (2 mM).

- 2. Activado: 486 uL de plaquetas + 1 uL DMSO + 10 uL de CaCl2 (2 mM) + 3,3 uL
de TRAP-6 (5 uM).

- 3. Compuesto: 486 uL de plaquetas + 1 uL compuesto en la concentracion deseada
+ 10 uL de CaCl2 (2 mM). Preincubar 10 minutos a temperatura ambiente y luego

adicionar el agonista.

*El volumen final de las reacciones siempre debe ser 500 uL.

Iniciar la reaccidn con el agonista (condiciones 2 y 3):

- 3,3 uL de TRAP-6 (5 uM).
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Incubar todas las condiciones de estudio 5 minutos a 37 © C en termo bloque.

Tomar alicuota de 30 uL de cada condicion de estudio y marcar en oscuridad con 2 uL de

anticuerpo (CD62 o CD63) segun la variable a evaluar:

- CD62 PE: P-selectina.
- CD63 PE: marcador de secrecion de granulos.

Diluir el tubo marcado con 200 uL de TAF sin calcio y leer en citometro de flujo (FL2).
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RESULTADOS
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Figura 6: EI compuesto HQM5BCI inhibid la agregacion plaquetaria inducido por PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate). IC50 de inhibicion: 6 +/- 3.

El PMA es un potente activador de la Proteina quinasa C (PKC). Cuando PKC se activa,
induce la secrecidn de granulos en las plaquetas, sintesis de tromboxano, activacién de la
glicoproteina llb/llla y consecuentemente la agregacion de las plaquetas. Se observa que el
compuesto HQM5BCL genera una disminucion en el porcentaje de agregacion plaquetaria,
con un valor de 1C50 6 +/- 3 uM, es decir, a esa concentracion promedio inhibe en un 50%

la agregacion de las plaquetas inducida por PMA.
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Figura 7: ElI compuesto HQM5BCI aumenta los niveles de especies reactivas del

oxigeno. Las barras corresponden a la media + SEM. ***p<0.001 vs. control basal (DMSO

0.2%).

En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos de la medicion de ERO. De izquierda
a derecha tenemos 4 mediciones: el basal, que se obtuvo con las plaquetas lavadas
adicionando el DMSO, con antimicina A en el segundo lugar, con 2 uM del compuesto y
con 20 uM del mismo en el tercer y cuarto lugar respectivamente. Con la sonda
Dihydroethidium (DHE) y mediante citometria de flujo, se evaluaron los niveles de ERO
intracelular. Como control positivo de aumento de ERO, se utilizd Antimicina A. En la
figura 7, se observa que Antimicina A produjo un aumento significativo del % de ERO en
las plaquetas, al comparar con el control normal. Del mismo modo, se muestra que el
compuesto HQMS5BL en la concentracion 20 uM, genera un aumento significativo del % de

ERO en las plaquetas.
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Figura 8: el compuesto HQMS5BCI no afecta los niveles de anexina V. Las barras
corresponden a la media = SEM. ***p<0.001 vs. control basal (DMSO 0se.2%).

En la figura 8 se exponen el porcentaje de plaquetas positivas para anexina V. de
izquierda a derecha tenemos la medicion de anexina V basal la cual se midio con plaquetas
adicionando DMSO vy calcio, luego esta el control positivo al cual se le adiciono trap y
colageno como potentes activadores de agregacion promoviendo la activacion y posterior
exposicion de la anexina V en la membrana, luego se ven los resultados de utilizar el
compuesto con 2 concentraciones distintas (2 y 20 uM respectivamente). Cuando se activan
mecanismos apoptoticos en las células, se pierde la asimetria de fosfolipidos en la
membrana, lo cual genera exposicion de fosfatidilserina (PS). La anexina V es una proteina
con una elevada afinidad por la PS. La anexina V se conjuga con fluorocromos para
evidenciar su unién a PS. Ademas, la exposicion de PS en plaquetas junto con ser
marcador de apoptosis es marcador de activacion, pues actia como sitio de union de
algunos factores de la coagulacion (actividad procoagulante). Esto quiere decir que el
compuesto no induce la apoptosis de la plaqueta y tampoco una activacion de esta al no
haber diferencias significativas entre la midicon basal y las mediciones con diferentes

concentraciones del compuesto.
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Figura 9: El compuesto HQM5BCI inhibié la expresion de P-selectina. Las barras
corresponden a la media + SEM. ####p<0.0001 vs. control basal (DMSO 0.2%). *p<0.05
vs. Control activado (TRAP-6).

En la figura 9 se muestra el porcentaje de plaquetas positivas para P-selectina mediante
citometria de flujo. P-selectina se encuentra en la membrana de los granulos alfa de las
plaquetas. Cuando hay una activacion de las plaquetas, se genera la secrecion de granulos,
por lo cual P-selectina se moviliza hacia la membrana plaquetaria, siendo uno de los
marcadores de activacion mas utilizados en investigacion, a través del uso de anticuerpos.
Mediante citometria de flujo, se evaluo el % de P-selectina en las plaguetas. Se observa que
la estimulacion con TRAP-6 genera un aumento significativo del % de P-selectina al
comparar con el control basal. El compuesto HQMS5BCL 20 uM, disminuyo
significativamente el % de P-selectina en las plaquetas, al comprar con el control positivo
TRAP-6
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Figura 10: ElI compuesto HQMS5BCI inhibio la expresion de CD63 (marcador de
activacion plaquetaria). Las barras corresponden a la media + SEM. ####p<0.0001 vs.
control basal (DMSO 0.2%). **p<0.01 vs. Control activado (TRAP-6).

En la figura 10 se evidencia la cantidad de CD63 como marcador de activacion
plaquetaria. CD63 es una proteina que se encuentra al interior de los granulos densos de las
plaquetas y se utiliza como marcador de activacion plaquetaria. También se observa que la
estimulacién con TRAP-6 genera un aumento significativo del porcentaje CD63 en las
plaquetas, al comparar con el control basal. El compuesto HQM5BCL 20 uM, disminuy6
significativamente el % de CD63 en las plaquetas, al comprar con el control positivo

TRAP-6.
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DISCUSION

Las plaquetas lavadas se usan en investigaciones para abordar diferentes temas, en este
caso fue el estudio de la agregacion plaquetaria y la medicion de diferentes parametros, lo
cual puede ser visto en otros estudios de similares caracteristicas evidenciando que es Util y
tiene resultados satisfactorios (38,39). Esto es importante debido a que ayuda a corroborar

la informacion entregada y deja bases para proximos estudios que se vayan a realizar.

Para iniciar los eventos experimentales se requieren distintas variantes que se aclimatan
en el laboratorio. Por ejemplo, en este caso se utiliza PMA para activar las plaquetas, este
es un fuerte activador de la proteina quinasa C debido a que fosforila dos serotoninas
terminales (el 11 y el 18) inicidndose el proceso de activacion plaquetar y permitiendo
medir su actividad. Esta proteina es de la familia de mayores reguladores de secrecion
granular, agregacion, extension y actividad procoagulante. Tiene muchos activadores para
comenzar el proceso de activacién plaquetar como fosfolipasas C, colageno, glicoproteina
VI especifica, colageno relacionado a péptidos entre otros (40). Resulta de vital importancia
al realizar estos experimentos contar con un activador especifico para contener un menor
sesgo y una variable de datos al azar mantenida al minimo. Se ha visto en otras

publicaciones e investigaciones utilizar el PMA como activador (41,42).

La figura 6 representa dos variables, el porcentaje de la inhibicién plaquetaria versus la
concentracion del compuesto en estudio, en este caso la HQM5BCI, éste compuesto logro
disminuir el cincuenta por ciento de la agregacion plaguetaria a una concentracion de 6 +/-
3 uM después de haber utilizado un activador de la proteina quinasa C la que fosforila
maultiples proteinas celulares en los residuos de serina/treonina dando lugar también a la
activacion de la integrina allbB3, la agregacion y la secrecion de los granulos (43). Sin

49



embargo, resultados como estos no dan cuenta del mecanismo que utiliza el compuesto en
estudio y el cual es de vital importancia conocer para generar conocimiento para posteriores

investigaciones.

En la figura 7 se muestra el nivel de especies reactivas de oxigeno o ERO (ROS) con
antimicina A, primero que nada, este compuesto es un inhibidor de la transferencia de
electrones provocando un impedimento en el flujo de estos y, por tanto, de la sintesis de
ATP. Especificamente, la antimicina A es un inhibidor del complejo 111 impidiendo el paso
de electrones desde el citocromo b a la UQ.(44). Utilizando esta molécula tendremos un
control positivo de aumento de ERO, debido a que cuando se bloquea el transporte de
electrones en el complejo Il mitocondrial, estos se filtran hacia la matriz mitocondrial y
reaccionan con el oxigeno, formando anion superoxido y desencadenando la formacién de
ROS mitocondrial como perdxido de hidrogeno. Esto se ha visto estudiado en otras
investigacion en las que se necesita una limitacion o restriccion de la respiracion celular
como busqueda de antitumorales sin embargo su uso estd relacionado con lo que
investigamos actualmente (45) e incluso hay investigaciones que evidencia que al utilizar

este compuesto hay un aumento de ERO (46).

Las ERO estan asociadas con la actividad de la agregacion plagquetar porque posiblemente
estan relacionadas con la activacion de la via fosfatidil-inositol 3 quinasa. Otras vias
también pueden favorecer la produccién de ERO como la generacion de lipooxigenasas y
ciclooxigenasas, la conversion de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa y todas las
citocromo p450 mono oxigenasas que también generan ROS en las células endoteliales. Las
oOxido nitrico sintasas producen 0xido nitrico que reacciona con el superdxido para producir
radicales peroxinitrito (47). Estos no son inhibidores de la agregacion plaquetaria lo que
sugeriria que la generacion de ERO por parte de las plaquetas no es al azar. Por lo que se
puede decir que el HQM5BCI genera ERO y por tanto su actividad antiplaquetaria no
estaria relacionada a la disminucion de la produccion de ERO.
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En la figura 8, se utiliz6 como control positivo un potente activador de las plaquetas
(combinacion de dos agonitas, TRAP-6 y colageno). Se observa que el control positivo
aumenta significativamente la exposicion de fosfatidilserina en las plaquetas (medido como
% de anexina V) al comprar con el estado basal. Existen estudios que relacionan la anexina
V con una menor sobrevida de las plaquetas (48) pudiendo extrapolarse a lo que se
investigo en este trabajo. La anexina V tiene una fuerte afinidad Ca2+ dependiente por los
PS lo que puede ser utilizado como prueba para la deteccion de la apoptosis. Al conjugar la
Anexina V con un fluorocromo puede identificar las células apoptoticas una vez que esta se
ha unido a los residuos de PS expuestos en su superficie celular, Se observa que el
compuesto HQM5BCL, en las concentraciones 2 y 20 uM, no presenta diferencias
significativas respecto al control basal. Esto significa que no induce apoptosis ni tiene un
efecto procoagulante sobre las plaguetas. Induciéndose que la disminucion de agregacion

plaquetaria no era por perdida de funcionalidad de la plaqueta.

La P selectina es una glicoproteina que se almacena en los granulos alfa desde donde son
llevados a la superficie por un estimulo de mediadores como la trombina, histamina,
leucotrieno etc. (49) por lo que su expresion en la plaqueta conlleva a la agregacion
plaquetaria debido a que su funcién es permitir la adhesion a otras moléculas y células
como ha sido corroborado con otros estudios y no solo en plaquetas humanas sino que
también de animales (32,50,51), en estudios similares se puede comparar que incluso
usando otros activadores lleva a la expresion de la proteina en la membrana de la plaqueta
por lo cual es un buen marcador de activacion plaquetar. En la figura 9 se observod la
expresion de p-selectina después de la estimulacién con TRAP-6 y la agregacion o no del
compuesto en estudio, observandose que disminuyd considerablemente el porcentaje de p-
selectina en la superficie celular de las plaguetas al compararse con el control positivo con
TRAP-6. Esto podria significar que los granulos alfa de las plaquetas no estan siendo
desplazadas a la superficie u otro mecanismo, sin embargo, para poder comprobar

exactamente esto se deben realizar estudios posteriores.
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El CD63 es un marcador de activacion plaquetaria debido a que es una proteina que se
encuentra al interior de los granulos densos de las plaquetas y que al encontrarse activada la
plaqueta se puede encontrar en su superficie como lo expresan otros estudios estadisticos y
clinicos (51-53). En la figura 10 al estimularse las plaquetas con TRAP-6 se generd un
aumento significativo del porcentaje de este marcador en la membrana de la célula
compardndolo con el control basal. ElI compuesto HQMS5BCL disminuyo
significativamente el porcentaje de CD63 en las plaquetas al compararlo con el control
positivo estimulado con TRAP-6, esto si bien no es concluyente para expresar e informar
que mecanismo de accion realiza la molécula en estudio se puede decir que demuestra un
efecto inhibitorio sobre la activacidon y posterior agregacion de las plaquetas estimuladas
por TRAP-6 que como se observo es un potente estimulador y activador de las celulas

encargadas de formar tampones en el cuerpo ante dafio vascular.
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CONCLUSION

El compuesto inhibe la agregacion estimulada por PMA con el valor de IC50 6 +/- 3 uM.
Esta inhibicion se demuestra al medir los marcadores de activacion por citometria de flujo
(CD62 y CD63). Al mismo tiempo el compuesto HQM5BCL no induce apoptosis en las
plaquetas, pero genera un aumento de las ERO intracelular.

La investigacion sobre la agregacion plaquetaria mediante la medicion en la produccion
de ERO, el porcentaje de anexina V expresada en la membrana de la plaqueta, asimismo de
p-selectina y CD63 dan cuenta que efectivamente el compuesto HQMS5BCI inhibe la
agregacion plaquetaria, sin embargo, no se tendrian claros los mecanismos por los cuales
produce este efecto debido a que se descarto la relacion entre la produccion de ERO y la
agregacion plaquetaria. Ademads, se evidencio que este compuesto no promueve la
apoptosis in vitro. Se necesitan estudios posteriores para extraer mas conocimientos sobre
su posible mecanismo de accion, ya que en este trabajo se observo una disminucién en la
expresion de p-selectina y el CD63 en la membrana de la plaqueta por lo cual existe un

cierto grado de inhibicién como consecuencia de la interaccion con el compuesto estudiado.

La Hipotesis en esta investigacion se cumplié debido a que mediante el objetivo general
que fue evaluar la inhibiciobn de la agregacién y activaciéon del compuesto cloro-
acilhidroquinona se obtuvieron resultados positivos a la interrogante. En cuanto a los
objetivos especificos, se puede decir que se logro determinar la actividad del compuesto en
plaquetas estimulada con PMA y se evidencio la inhibicién de la activacion plaquetaria al
medir la p-selectina y el CD63, sin embargo, los estudios para estudiar el mecanismo
antiplaguetario no dan resultados concluyentes por lo cual se recomienda hacer una
continuacion sobre el mecanismo de accion del HQM5BCI.
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