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1. RESUMEN

En esta revision bibliogréfica se investigd sobre el rol que presentan las mitocondrias en
la activacion plaquetaria, puesto que las células plaquetarias se encuentran estrechamente
relacionada con las enfermedades cardiovasculares y son parte fundamental de la formacion

de eventos tromboticos y coagulantes.

Entre las investigaciones de los Gltimos afios se ha encontrado que la mitocondria regula
la célula plaquetaria a través de diferentes estructuras proteicas y enziméticas, tales como
proteinas reguladoras de la familia de proteinas Bcl-2, donde se destaca el papel que presenta
Bcl-XL y Bak en la determinacion de la vida atil de las mitocondrias, por otro lado, Bcl-XL
y Nix tienen un importante rol en los procesos de mitofagia; mientras que las enzimas NOX1
y NOX2 se encargan de regular los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS), un
importante activador de las plaquetas, y también se destaca el rol del poro de transicion de
membrana mitocondrial y las ciclofilinas que regulan este poro, tanto en la externalizacion

de fosfatidilserina (PS) como en la retencion de fibrindgeno de alto nivel.

También se investigaron compuestos farmacoldgicos que tienen por objetivo la regulacion
de las mitocondrias a nivel plaquetario, los cuales se pueden agrupar en compuestos de origen
natural, moléculas unidas a TTP+ y farmacos que se encuentran aprobados por la FDA. Por
otro lado, se recopilaron las principales técnicas utilizadas para medir la actividad

mitocondrial.

Palabras clave: Mitocondrias, Regulacion plaquetaria, ROS, NOX1/NOX2, Hemostasia.



2. INTRODUCCION

Actualmente una de las principales causa de muerte en el mundo son las enfermedades
cardiovasculares, tanto a nivel mundial como nacional se ha visto un aumento en la incidencia
de estas, donde la poblacion mas afectada principalmente es el adulto mayor, uno de los
agentes celulares involucrados en las enfermedades cardiovasculares son las plaquetas,
puesto que se ha demostrado que no solo participa en la hemostasia primaria, sino que tiene
un rol en la respuesta inmune e inflamatoria. Conjunto a esto, se ha dejado ver una gran
problematica, el déficit que existe en torno a la oferta farmacéutica de antiplaquetarios
similares a los que actualmente se conocen como por ejemplo la Aspirina o el Clopidogrel,
por lo que muchos investigadores han volcado sus recursos en torno a la busqueda de distintos
compuestos antitrombdticos, tanto de cardcter sintético como natural que posea una
efectividad igual o mayor a la de los farmacos que ya se encuentran disponibles en el
mercado, que a su vez presente la capacidad de regular la accion plaquetaria, tenga viabilidad

en la industria farmacéutica y sea segura para el tratamiento clinico de los pacientes.

Para la busqueda de este tipo de compuestos se han estudiado e investigado diversas
dianas celulares en sangre periférica, mas especificamente a nivel plaquetario, las
mitocondrias se han vuelto foco de diversos estudios en torno a su participacion en el correcto
funcionamiento plaquetario, debido a la falta de nucleo en la plaqueta y a la complejidad que
presentan estos organulos, es uno de los sitios de accidn que mas se destaca, ademas se sabe
que la desregulacién mitocondrial es clave no solo en enfermedades cardiovasculares, sino
también de enfermedades en las que se observa disfuncién mitocondrial, tales como cancer,

diabetes, envejecimiento entre otras.

Es ahi donde radica la importancia de investigar el rol que presentan las mitocondrias a
nivel plaquetario y como estas a través de distintos mecanismos se encuentran relacionadas

con los procesos de activacién plaquetaria.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general: Investigar el rol de la funcion mitocondrial en la regulacion de la

activacion plaquetaria.

3.2. Objetivos especificos:

1. Identificar mecanismos de regulacién plaquetaria.

2. Relacionar la funcién mitocondrial con la activacion plaquetaria.



4. METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Para la busqueda de referencias de esta revision se procedio a buscar en las bases de datos
cientificas Pubmed y Science direct, desde donde se recopilaron revisiones e investigaciones.
Entre los criterios de seleccion utilizados fue el idioma, donde la totalidad de los articulos
utilizados fueron de idioma inglés, otro criterio utilizado fue el afio de publicacién, en donde

se selecciond articulos posteriores a 1997.

Para la busqueda de las enfermedades cardiovasculares se utilizaron las siguientes
palabras claves: “Cardiovascular disease” y “coronary artery disease”. Para la busqueda de
informacion sobre trombosis se utiliz6 como palabras claves: “Thrombosis”, “Vein
thrombosis” y “arterial thrombosis™. Para la busqueda de estructura y funcién mitocondrial,
y estructura y funcion plaquetaria se utilizd como palabras claves: “Hemostasis”, “Platelet
structure”, “Platelet function”, “Mitochondrial structure” y “Mitochondrial function”. Para
la busqueda de informacion de sobre la funcion mitocondrial plaquetaria se utilizo: “Platelet
mitochondrial function”, “Platelet mitochondrial dysfunction”, “Mechanisms of mitophagy”,
“Mitochondrial ROS platelet regulation”, “NADPH oxidases in vascular pathology”, “Platelet
activation NOX1 / NOX2” y “Platelets COAT”.

Para la busqueda de informacion relacionada a los compuestos farmacol6gicos que
regulan la funcién mitocondrial plaquetaria se utilizo como palabras claves: “Cyclosporin
A”, “Salvianolic acid”, “Lipophilic Silamide derivatives and mitochondrial regulation”,
“Xanthohumol and mitochondrial regulation”, “MitoQ”, “MitoTEMPO”, “Statins and
platelets”, “Metformin and platelets”. Para la busqueda de informacién relacionada a las
técnicas para evaluar la funcion mitocondrial se utiliz6 como palabras claves: “Techniques
to measure oxygen consumption”, “Seahorse oxygen consumption”, “Mitochondrial
membrane potential assessment techniques”, “NADH fluorescence”, “Mitochondrial ROS
measurement”, “MitoSox”, “Mitochondrial pore measurement”, “luciferin—luciferase

assay”.



5. MARCO TEORICO

5.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares se refieren a todas las enfermedades asociadas con el
corazon y el sistema circulatorio. Estas enfermedades a veces son causadas por factores de
riesgo modificables como la dieta, el ejercicio y otras elecciones de estilo de vida, mientras
que en ciertas ocasiones son causadas por factores no modificables como la edad, el sexo, los
antecedentes familiares y la predisposicion genética a la enfermedad. Este tipo de
enfermedades tienen efectos duraderos si no se tratan adecuadamente y se consideran una de
las causas de muerte mas importantes en todo el mundo. Las mayores tasas de mortalidad
observadas en pacientes diabéticos se deben a un mayor riesgo de infarto de miocardio y

accidente cerebrovascular (1, 2).

Las enfermedades de las arterias coronarias, el tipo mas comdn de ECV, se refiere a la
afeccion en la que los vasos circulatorios que suministran sangre oxigenada al corazon se
estrechan. Esto ocurre debido al deposito de placa, que corresponde a una combinacion de
colesterol, macréfagos, calcio y tejido conectivo fibroso dentro de las arterias coronarias.
Esta condicién se conoce como aterosclerosis. Una vez que estas placas se rompen, se forman
coagulos de sangre dentro de las arterias, lo que podria provocar un bloqueo parcial o

completo del suministro de sangre a los muasculos del corazon (1).

Se ha informado que las mitocondrias juegan un papel esencial en las estrategias
terapéuticas para reducir el tamafio del infarto de miocardio y asi prevenir la insuficiencia
cardiaca en pacientes con cardiopatia isquémica. La disfuncion a nivel mitocondrial puede
conducir a una lesion aguda de la perfusion miocardica seguida de un infarto agudo de

miocardio (2).
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El accidente cerebrovascular se produce por el blogueo de la sangre oxigenada que llega
al cerebro debido a una trombosis 0 una embolia, lo que provocaria dafio cerebral. Existen
tres tipos principales de causas de accidentes cerebrovasculares cardioembolicos, a saber,
arritmia, trastornos de las valvulas y anomalias de la cdmara y la pared cardiacas. Fuera de
estas causas, la fibrilacion auricular (tipo de arritmia) se considera una de las principales
causas de los accidentes cerebrovasculares. La fibrilacion auricular es una afeccion en la que
la auricula fibrila en lugar de contraerse por completo, crea un latido cardiaco irregular que
genera una acumulacién de sangre, lo que permite la formacion de coagulos que pueden

bloquear las arterias que suministran sangre al cerebro, desencadenando un derrame cerebral

(1).

5.2 Trombosis

La trombosis (coagulacion localizada de la sangre) puede ocurrir en la circulacién arterial
0 venosa Yy tiene un impacto médico importante. La trombosis arterial aguda es la causa
préxima de la mayoria de los casos de infarto de miocardio (ataque cardiaco) y de
aproximadamente el 80% de los accidentes cerebrovasculares, en conjunto la causa de muerte
mas comun en el mundo desarrollado, por otro lado, el tromboembolismo venoso es la tercera

causa principal de muerte asociada a enfermedades cardiovasculares (3).

5.2.1 Trombosis Arterial

El desencadenante principal de la trombosis arterial es la rotura de una placa
aterosclerotica que se desarrolla a través de la acumulacion de depdsitos de lipidos y
macrofagos cargados de lipidos (células espumosas) en la pared arterial. Los trombos que se
forman en las placas rotas son ricos en plaquetas, que son células anucleadas pequefias

producidas por megacariocitos en la médula 6sea. Estas células en forma de disco circulan
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en la sangre como centinelas de la integridad vascular y forman rapidamente un tapén

hemostatico primario en los sitios de lesion vascular (3).

Cuando se rompe una placa aterosclerdtica, las plaquetas se reclutan rapidamente en el
sitio, mediante la interaccion de receptores especificos de la superficie celular de las
plaquetas con el colageno y el factor von Willebrand. Después de esta adhesion a la pared
del vaso, la unién de plaquetas adicionales mediada por el receptor (denominada agregacion
plaquetaria) da como resultado un rapido crecimiento del trombo. Las plaquetas también se
activan en esta etapa. Una via importante de activacion implica la escision y, en
consecuencia, la activacion del receptor de plaquetas PAR1 (receptor 1 activado por proteasa;
también conocido como receptor de trombina) por la proteasa trombina (también conocida
como factor 1), que es activada por la cascada de la coagulacion sanguinea. Las plaquetas
activadas luego liberan el contenido de los granulos, que promueven ain mas el

reclutamiento, la adhesion, la agregacion y la activacion de las plaquetas (3).

5.2.2 Trombosis venosa

El tromboembolismo venoso (TEV) puede ocurrir potencialmente en cualquier seccion
del sistema venoso. Aunque las presentaciones clinicas mas comunes involucran las venas
profundas de los miembros inferiores y las arterias pulmonares, aunque también se
diagnostica en el sistema venoso cerebral, en las venas abdominales y pélvicas, o en las venas
retinianas, entre otros sitios. La embolia pulmonar es una complicacion de la trombosis
venosa profunda que puede ocurrir si parte del trombo se desprende, viaja a los pulmones y

se aloja en una arteria pulmonar, lo que resulta en la interrupcion del flujo sanguineo (3, 4).

Los trombos que se forman en las venas son ricos en fibrina y glébulos rojos atrapados y
se denominan coagulos rojos, a diferencia de los trombos ricos en plaquetas que se forman

en las arterias, que se denominan coagulos blancos (Figura 1). La trombosis venosa profunda
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ocurre principalmente como resultado de cambios en la composicion de la sangre que
promueven la trombosis, cambios que reducen o anulan el flujo sanguineo. Tanto los factores
genéticos como los ambientales pueden aumentar el riesgo de tromboembolismo. En la
enfermedad trombotica venosa hereditaria, puede haber un aumento de la actividad o
abundancia de proteinas que promueven la coagulacion y / o una disminucion de la

abundancia de proteinas que inhiben la coagulacion (3).

.~ Pared del vaso

Y
________ Endotelio

Flujo sanguineo anormal

2 Coagulabilidad
Ruptura de la placa i Lmbo ® J aumentada A |
ateroesclerotica ‘ |

-, Plaqueta ¢ .
/ d ‘ Eritrocitos

Célula muscular lisa y

Pared del vaso

ol alterada
Placa ateroesclerotica

P
Pared del vaso .~

alterada "> Colesterol

Células espumosas 5 *  Factor tisular
\

Ncleo lipidico necrético

Figura 1. Desencadenantes de la trombosis arterial (A) y venosa (B). En la trombosis
arterial el desencadenante principal es la rotura de la placa aterosclerdtica, que conlleva una
rotura del endotelio vascular, mientras que, en el caso de la trombosis venosa, el endotelio
permanece intacto, pero se convierte en una superficie con propiedades procoagulantes.
Fuente: Tomado y adaptado de Mackman, N. (2008) (3).

5.3 Hemostasia

La Hemostasia es el mecanismo que permite a un organismo cerrar los vasos sanguineos
dafados, mantener la sangre en un estado fluido y eliminar los codgulos sanguineos después

de la restauracion de la integridad vascular. Aproximadamente hace 2.000 afios Platon
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describid la formacion de fibras en la sangre al encontrarse fuera del cuerpo, ademas, de
acufar el termino fibrina, nombre con el que actualmente se conoce a una de las proteinas
claves en el proceso de coagulacion, luego en el transcurso del siglo X1X se hicieron mayores
descubrimientos sobre el mecanismo de la coagulacion. Alrededor de 1865 Schultze
descubrio las plaquetas y posteriormente en 1881 sus funciones en la hemostasia y la

trombosis fueron aclaradas por Bizzozero (5, 6).

Las plaquetas son esenciales para la coagulacion en la sangre y el mantenimiento de la
hemostasia normal al prevenir la pérdida de sangre mediante la formacion del tapon
hemostatico después de una lesion vascular, por el contrario, en condiciones patoldgicas
como la aterosclerosis, las plaquetas participan en la trombosis arterial y venosa, puesto que
la lesion vascular produce una activacion plaquetaria hiperactiva, lo que aumenta la
probabilidad de ocasionar una oclusion de los vasos conduciendo a infarto de miocardio y

accidente cerebrovascular (7).

5.4 Precursores plaquetarios

Las células precursoras de las plaquetas se denominan megacariocitos (MK), de las cuales
se forman a partir del citoplasma, los MK residen en la medula dsea, tienen un tamafo de 50-
100 um de diametro, son aproximadamente el 0,01% de las células nucleadas de la medula
Osea. Para el ensamble y liberacion de las plaquetas, los MK se vuelven poliploides por
endomitosis, es decir, se producen ciclos celulares incompletos repetidos en los que la mitosis
se interrumpe en la anafase tardia con falla tanto de la cariocinesis como de la citocinesis,
con el objetivo de generar la gran cantidad de sintesis de proteinas y lipidos necesaria para
crear el IMS, un extenso complejo de cisternas y tubulos distribuidos por todo el citoplasma
MK que es continuo con la membrana plasmatica y que existe como un reservorio de
membrana para la formacion de proplaquetas; luego se someten a un proceso de maduracion
en el que la mayor parte del citoplasma se empaqueta en alrededor de 10 a 20 proplaquetas y

el nucleo se extruye; las proplaguetas formadas inician como una protuberancia que se alarga,
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adelgaza y ramifica con el tiempo, posteriormente las plaquetas se forman selectivamente en
las puntas de las proplaquetas. A medida que se desarrollan las plaquetas, reciben su
contenido de granulos y organulos como corrientes de particulas individuales transportadas

desde el cuerpo celular del MK (8, 9).

La formacion de plaquetas se puede dividir en 2 fases, la primera fase de desarrollo y
maduracion del MK requiere dias para completarse y utiliza factores especificos de MK.
Durante este tiempo, se produce una proliferacion nuclear masiva y aumento del tamafio
citoplasmatico del MK, al mismo tiempo que se llena de proteinas citoesqueléticas, granulos
especificos de plaquetas y suficiente membrana para completar el ensamblaje plaguetario. La
segunda fase es relativamente rapida y requiere de unas horas para que se complete, en esta
fase los MK generan plaquetas remodelando su citoplasma primero en proplaquetas y luego
en preplaquetas, las cuales son sometidas a fisiones posteriores para finalmente generar

plaquetas discoides (8).

5.5 Caracteristicas morfoldgicas de las plaquetas

Las plaquetas son células anucleadas de 1.5-3 pum de didmetro, producidas por la
fragmentacion del citoplasma de los megacariocitos en el hueso, médula y pulmones. Tienen
una forma discoide en reposo y permanecen en circulacién entre 7 a 10 dias. Presentan una
estructura formada por plasma, membrana y citoplasma. En el citoplasma de las plaquetas

hay principalmente granulos (alfa y densos), lisosomas y mitocondrias (10).

El responsable de mantener la morfologia y permitir la funcionalidad de la célula
plaquetaria es el citoesqueleto, en este se encuentran 3 estructuras de importancia, El
esqueleto citoplasmatico, el esqueleto de membrana y el anillo de microtabulos. El esqueleto
citoplasmatico contiene una alta proporcion de actina, la proteina mas abundante en la

plaqueta, en reposo esta actina se encuentra formando filamentos que tienen uniones cruzadas
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con otras proteinas, lo que condiciona la formacién de una malla tridimensional que funciona
como un esqueleto celular, de esta manera, la actina se localiza en la zona de formacion de
pseudopodos, pudiendo unirse a la porcion intramembranosa del complejo glicoproteico I1b-

I1la'y promover lineas de tensién y favorecer la retraccion del coagulo (11).

Por otro lado, el esqueleto de membrana esta formado también por filamentos de actina 'y
se encuentra ubicado inmediatamente por debajo de la membrana celular. Este sistema es el
responsable de mantener la estabilidad de la membrana y capacita al complejo glicoproteico
Ib-IX en su union con el factor de von Willebrand, propiciando la adhesion de la plaqueta al
subendotelio. Por ultimo el anillo de microtdbulos esta situado inmediatamente por debajo
del esqueleto de la membrana y su funcién principal consiste en mantener la forma discoide
de las plaquetas en estado basal y ademas centran los granulos de la plaqueta cuando ésta es

activada y su consecuente liberacion por un proceso de exocitosis (11).

Las plaquetas presentan 3 tipos de granulos, granulos a, granulos densos y lisosomas
plaquetarios, los granulos a son los mas abundantes y hay alrededor de 50 a 80 granulos o
por plaqueta. EI contenido de este tipo de granulo incluye glicoproteinas adhesivas como P-
selectina, fibrindgeno y factor von Willebrand, factores de coagulacion, factores
mitogénicos, factores angiogenéticos, inhibidores fibrinoliticos, inmunoglobulinas, proteinas
especificas de membrana granular como P-selectina y CD63, y varias quimiocinas que
incluyen PF4 (CXCL4) y RANTES (12).

Los granulos densos almacenan una variedad de moléculas no proteicas hemostaticamente
activas que se secretan durante la activacion plaquetaria,(12) contienen mas de 200 moléculas
pequefias que incluyen calcio, ATP, ADP, 5-HT y epinefrina. Siguiendo los pasos iniciales
de activacion plaquetaria, el granulo denso se fusiona con la membrana plasmatica de la
plaqueta a través de complejos SNARE como VAMPS8 y libera su contenido al espacio
vascular extracelular (13). El tercer tipo de granulos, los lisosomas plaquetarios, contienen

Proteasas acidas Carboxipeptidasas (A, B), catepsinas D, E, fosfatasa acida, colagenasa,
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Glicohidrolasas, Heparinasa, B - N - acetil - glucosaminidasa, 3 - glucuronidasa, B -
glicerofosfatasa, 3 - galactosidasa, a - D - glucosidasa, a - L - fucosidasa, B - D - fucosidasa

y proteinas catidnicas que tienen actividad bactericida (12, 14).

Las plaquetas normalmente contienen entre 5 y 8 mitocondrias, la mayoria de las cuales
no deben verse comprometidas para que las plaguetas mantengan su funcion adecuada. En
las plaquetas sanas, se ha demostrado que las mitocondrias sirven para una variedad de
propositos, desde el metabolismo, la activacion, la produccion de ATP hasta la regulacién de
los procesos celulares y la viabilidad (15). Todas las caracteristicas morfoldgicas se pueden

observar en la Figura 2.

Sistema canalicular abierto
Membrana Plasmatica Receptores Plaquetarios

Microtibulos

Glucogeno
Granulos Alfa

Lisosomas

Granulos Densos

Sistema Tubular denso Mitocondria Filamentos de Actina

Figura 2. Estructura plaquetaria. La figura muestra la estructura morfoldgica de la

plaqueta. Fuente: Elaboracion propia Riquelme, J. (2021)
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5.6 Funcion plaquetaria en hemostasia primaria

En la hemostasia primaria, las plaquetas se adhieren a la pared del vaso dafiado en el lugar
de la lesion. Este proceso se produce a través de maltiples cascadas de sefializacion y depende
en gran medida de las glicoproteinas (GP) expresadas en la superficie de las plaguetas. La
funcién inhibidora del endotelio intacto, especificamente la produccion de prostaciclina y
Oxido nitrico, asi como la expresion de CD39, disminuye con el dafio de los vasos y las

proteinas de la matriz extracelular, como el colageno, se exponen a la circulacion (16).

Las plaquetas pueden adherirse al endotelio o al tejido subendotelial a través de sus
receptores de superficie GPIb / V / IX, GPla / lla 'y GPVI. Esto permite la union directa al
colageno o la interaccion con el factor von Willebrand subendotelial y circulante, lo que da
como resultado la desaceleracion y la adhesion de las plaquetas que antes fluian libremente
(17). Esta fase de adhesion conduce a la activacion plaquetaria, asi como a una serie de
cambios distintos fisiologicos y citoesqueléticos de las plaguetas, incluido un cambio de una

forma discoide en reposo a un estado activado con numerosos pseudopodos (16).

El responsable del cambio de forma es el anillo de microtibulos subyacente a la
membrana plaquetaria, el cual se contrae y los filamentos de actina se cortan; a esta etapa le
sigue una polimerizacion extensa de actina que forma multiples filopodios. La fuerte
adhesidn plaquetaria requiere una conexion entre los filamentos citoesqueléticos y la matriz
extracelular. Por lo tanto, la reorganizacion del citoesqueleto plaquetario se coordina
simultaneamente con la formacion de placas de adhesidn, que unen la red de actina a la matriz

extracelular (18).

Multiples vias pueden conducir a la activacion plaquetaria. Hay dos vias de activacion
principales en las plaguetas. GP Ib-1X-V, GP VI o el receptor 2 de tipo lectina de tipo C
(CLEC-2) son todas glicoproteinas de membrana expresadas exclusivamente en plaquetas y
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tienen vias de transduccion de sefiales estrechamente relacionadas (19). Funcionan a través
de motivos de activacion inmunorreceptores basados en tirosina (Immunoreceptor Tyrosine-
based Activation Motif / ITAM) que se colocan en los dominios intracelulares del receptor
o en una subunidad FcRy asociada, desencadena la fosforilacién de tirosina, la activacién de
allbB3 y la secrecion granular por las plaquetas (20). Se cree que el GPVI es el principal
receptor de sefializacién implicado en la activacion plaquetaria en el coldgeno expuesto (12).
Otros receptores de activacion también pueden detectar marcadores solubles de dafio, siendo
los mas importantes los receptores purinérgicos P2X1, P2Y1y P2Y12, que detectan ADP y
ATP liberados por células dafiadas (19).

Después de la activacion de la plaqueta, GPlIb / Illa, que es el receptor con el mayor
namero de copias por plaqueta, estabiliza la formacion de trombos proporcionando sefiales
"de afuera hacia adentro” independientes de agonistas que dan como resultado la adhesion,
propagacion y retraccion del coagulo de las plaquetas. Un mecanismo estrictamente regulado
de modulacién de la integrina dependiente de agonistas evita la activacion y la sefializacion
no deseadas. Similar, La sefializacion de afuera hacia adentro también esta detalladamente
regulada por reguladores tanto positivos como negativos. La molécula de adhesion de union
A (JAM-A) se fosforila rapidamente durante la activacion plaquetaria por agonistas

fisiolégicos de una manera dependiente de la proteina quinasa C (21).

5.7 Funcion plaquetaria en procesos inmunes e inflamatorios.

Varios estudios han demostrado que las plaquetas afectan los procesos inflamatorios que
van desde la aterosclerosis hasta las enfermedades infecciosas, lo que convierte a las
plaquetas en el tipo de célula circulante mas numerosa que tiene una funcion inmunitaria
(22).
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Las plaquetas también contribuyen a la inmunidad adaptativa al interactuar y activar las
células dendriticas (DC) a través del eje CD40-CD154.(16) Las células T pueden activar las
plaquetas a través de una interaccion CD40L de células T / CD40 de plaquetas que conduce
a la liberacion de RANTES (regulador en activacion de células T normales expresadas y
secretadas, también conocido como CCL5) plaquetarias y un mayor reclutamiento de células
T (22).

Las plaquetas humanas y de ratén expresan varios receptores toll-like (TLR), los TLR son
sensores conservados que son fundamentales para la vigilancia microbiana y la regulacién
de las respuestas inflamatorias e inmunes. Su biologia, sefializacion y reconocimiento de
ligandos con motivos de patrones moleculares asociados a patdgenos, dafios y peligros se
han estudiado y revisado ampliamente. La expresién de los TLR por las plaquetas
proporciona una evidencia convincente de que estas células evolucionaron no solo como
efectores principales de la hemostasia sino también como células inmunes (20). Entre los
numerosos receptores que expresan los miembros de la familia TLR, se encuentran TLR1,
TLR2, TLR4, TLR6, TLR8 y TLR9 (23).

Bajo ciertas condiciones infecciosas o estimulos inflamatorios, las plaquetas interacttan
directamente con los leucocitos circulantes cambiando la expresidn superficial de P-selectina
0 CD40. Las plaquetas P-selectina y CD40 son reconocidas por los leucocitos PSGL1 y
CD154, respectivamente, lo que lleva a la formacion de agregados plaquetas-leucocitos. Las
plaquetas forman estos agregados predominantemente con los monocitos o neutréfilos

circulantes, contribuyendo asi a la respuesta inmune innata (16).

Los monocitos tienen funciones importantes en las enfermedades cardiovasculares
cronicas, incluida la aterosclerosis, algunos de los primeros estudios de las interacciones de
los monocitos con las plaquetas se centraron en la fagocitosis plaquetaria por los monocitos
dentro de los trombos y especularon que esto podria contribuir al desarrollo de lesiones

ateroscleroticas (22). La P-selectina también media en la formacion de agregados plaquetas-
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leucocitos cuando otras quimiocinas, incluidas SDF-1, RANTES, PF4 e IL-1PB, son

secretadas simultaneamente por plaquetas activadas (23).

Las integrinas B2 en la membrana plasmatica de los polimorfonucleares que han sido
activadas por sefiales de PSGL-1y /o por sefiales paralelas de receptores acoplados a proteina
G que reconocen quimiocinas o PAF pueden entonces unirse a fibrindgeno, plaquetas GP1ba,
ICAM-2, JAM-3, y otros ligandos en plaquetas, mejorando la unién de P-selectina mediada
por adhesion a PSGL-1(20).

PF4 también se localiza en lesiones ateroscleréticas y su expresion dentro de la lesion se
correlaciona con la gravedad de la enfermedad. Mecanicamente, el PF4 en presencia de TNF-
a induce la exocitosis y la interaccion firme de los neutréfilos con el endotelio al aumentar
la inflamacion de la lesion. La secreciéon conjunta de PF4 y RANTES puede promover
sinérgicamente el desarrollo y la progresion de la aterosclerosis. Por el contrario, el
antagonismo de los receptores RANTES reduce significativamente el tamafio de las lesiones

ateroscleroticas (23).

5.8 Mitocondrias

5.8.1 Estructura y funcién mitocondrial plaquetaria.

Las mitocondrias son los organulos citoplasmicos de doble membrana que contienen su
genoma autorreplicante. Las mitocondrias realizan funciones bioquimicas clave esenciales
para la homeostasis metabolica y son arbitros de la muerte y supervivencia celular. En
eucariotas, las mitocondrias generan energia en forma de ATP a través del metabolismo
oxidativo de los nutrientes mediante dos pasos principales, oxidacion de NADH o FADH2

producida durante la glucolisis, ciclo de acidos tricarboxilicos (Tricarboxylic Acid Cycle /
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TCA) o B-oxidacion de acidos grasos y fosforilacion oxidativa para generar ATP. Todos estos
procesos estan regulados por un complejo de factores de transcripcion en las mitocondrias.
Cada mitocondria contiene de 800 a 1000 copias de ADNmt, de aproximadamente 17 kb en
forma circular, contiene 37 genes, 13 de los cuales codifican proteinas, mientras que 24
codifican ARNt y ARNr, las cuales se heredan por via materna y se empaquetan en

estructuras de nucleoproteinas de alto orden denominadas nucleoides (24, 25).

El ADN mitocondrial (ADNmt), al igual que el ADN nuclear, puede ser metilado por la
maquinaria existente en el interior de las mitocondrias y puede mediar en el control de la
expresion de genes mitocondriales. Las plaguetas carecen de nucleo y, por lo tanto, el genoma

mitocondrial es el Unico material genético de estas células (25).

Su estructura consta de cuatro partes: la membrana externa mitocondrial (MEM), la
membrana mitocondrial interna (MMI), el espacio intermembrana (IMS) y la matriz. Debido
a los poros de transicion bastante mas grandes, las moléculas cruzan facilmente la MEM a
través de la difusion pasiva; sin embargo, el transporte de moléculas a traves de MMI esta

muy regulado por transportadores altamente especificos (10).

La MEM encierra el organulo y es la puerta de entrada para el intercambio de una variedad
de moléculas con su entorno inmediato. En cuanto a su composicion, la MEM es bastante
homogénea, y consta de alrededor de 1,0 a 1,5 pg de proteinas por pg de fosfolipidos.
Fosfatidilcolina y las fosfatidiletanolamina son los constituyentes lipidicos mas abundantes
de la MEM, mientras que la cardiolipina fosfolipida de firma mitocondrial esta presente en
cantidades diminutas. La MEM se caracteriza por la presencia de un gran nimero de porinas,
también conocidas como canales aniénicos dependientes de voltaje (Voltage-dependent
anion-selective channel / VDAC). Estas proteinas formadoras de poros hacen que la
membrana sea libremente permeable a todos los iones y moléculas de 5000 Dalton 0 menos
(26).
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Por otro lado, la MMI estd compuesta por dos secciones principales, la membrana del
limite interno (MLI) y la membrana de las crestas. Aqui, las crestas se definen como
invaginaciones lamelares con bordes curvos formados a partir de la membrana mitocondrial
interna y estan conectadas a la membrana limite interna por las uniones de las crestas. Las
uniones de las crestas representan la apertura de las crestas, por lo que el ancho es una medida

de la distancia entre dos regiones opuestas de interseccion entre las crestas e MLI (27).

Ambos compartimentos difieren en la composicion proteica y la actividad funcional;
OPAL1 participa en la estabilizaciéon de la union de las crestas y esta interconectada con el
sitio de contacto mitocondrial y el complejo organizador de crestas (complejo MICQOS). De
manera similar a OPAL, la captacion de Ca2* mitocondrial localizada en la membrana del
limite interno (MLI) est4 involucrada en la estabilizacion de la union de las crestas, el
mantenimiento del potencial de MMI y la restriccion del citocromo c a la luz de las crestas
(28).

El complejo MICOS esta compuesto por varias subunidades con mitofilina. Las proteinas
MICQOS estan especialmente enriquecidas en las uniones de las crestas y forman sitios de
contacto entre la MMI y entre la membrana MMI - MEM con proteinas como OPAL,
translocasa de la membrana externa (Translocase of the Outer Membrane / TOM) y S-
adenosilmetionina sintetasa para asegurar la biogénesis y estabilizacion de la union de las
crestas. La estructura de la union de las crestas también restringe la FOF1 -ATP sintasa y los
complejos de la cadena respiratoria a la membrana de las crestas, lo que lleva a un
compartimento cerrado de la luz de las crestas. Dado que el MEM es generalmente permeable
debido al canal de aniones dependiente del voltaje (VDAC) la unién de las crestas parece
formar una barrera de difusion para los protones, creando un espacio aislado para la actividad

de FO F1-ATP sintasa y complejos de cadena respiratoria con gradientes laterales de pH (28).

La MEM es permeable en gran parte debido a VDAC, el cual permite el transporte de

pequefios metabolitos e iones. Al contrario, la MMI presenta un transporte de iones muy
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restringido. EI bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana genera Aym, lo que aumenta la generacion de ATP y regula la transferencia
de iones a través de la MM, la afluencia de K* estd modulada por Aym que desencadena la
afluencia de K* a través de los canales de K™ de dominio de dos poros (K2P) y por la
produccion de ATP mitocondrial que afecta a los canales de K* sensibles a ATP (Kartp).
través de los canales de K* de dominio de dos poros (K2P) y por la produccion de ATP
mitocondrial que afecta a los canales de K* sensibles a ATP (Katp) (28).

Ademas, los niveles de Ca®* mitocondrial aumentan la captacion de K* mitocondrial al
afectar la actividad de los canales de K* (KCa) activados por Ca?*; La extrusion de K* esta
asegurada por el transportador K* / H* (KHX); La homeostasis de los niveles de Ca*
mitocondrial también se encuentra altamente regulada; EI uniportador de calcio mitocondrial

(MCU) se controla estrictamente por varias proteinas, incluidos MICU1 y MICU2.

El nivel de Ca?* mitocondrial se mantiene bajo control mediante un intercambio con otros
iones, por ejemplo, el NCLX; Ademas, se ha propuesto que el LETM1 actia como
antiportador de Ca** / H*y / 0 K* / H*, en cualquiera de los casos influyendo en la afluencia
y extrusion de Ca?* tal como se esquematiza en la Figura 3(28, 29).

El control estricto de la homeostasis del Ca?* es esencial, ya que la acumulacion
abrumadora de Ca?" induce la apertura del poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial (mPTP) es un poro multiproteico no selectivo que se extiende por las
membranas mitocondriales interna y externa. La formacion del mPTP juega un papel

fundamental en la regulacion de algunas formas de muerte celular (28, 30).

Los complejos de la cadena respiratoria responsables de generar el gradiente de protones

se encuentran ubicados en la superficie relativamente plana de las crestas, mientras que los
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dimeros de ATP sintasa se ubican en el borde de la curva de las crestas y se alinean para

formar cintas (31).

El modelo de plasticidad es hasta ahora la teoria mas aceptada sobre la organizacion de la
cadena respiratoria. En este modelo, la mayoria de CII, CIV y una proporcion relevante de
CllI son independientes y parecen moverse libremente en la membrana mitocondrial interna,
mientras que la mayoria de CI es estabilizada por el dimero ClIlI, con o sin varias copias de
CIV, y el super montaje de estos complejos es dindmico, con una cierta tasa de rotacion. En
consecuencia, es muy probable que la transferencia de electrones de Cl a Clll se lleve a cabo
mediante CoQ transportados dentro del supercomplejo I 1 111 2 IVn, a pesar de que las CoQ

que transportan electrones de ClI parecen moverse libremente en la membrana (31).

Finalmente, el gradiente electroquimico transmembrana de H+ (ApuH+) creado por la
oxidacion del sustrato de la cadena respiratoria impulsa la sintesis de ATP por la ATP sintasa
(32). El complejo FOF1-ATPasa funciona combinando dos motores rotativos con diferentes
roles y estructuras. El dominio F1 hidroéfilo, formado por subunidades a 3, $ 3, v, d y &,
sostiene la catalisis, es decir, sintetiza o hidroliza ATP mediante su hexdmero globular a 3 8
3. El dominio FO hidrofobo, incrustado en la MMI y que aloja el canal H +, consta de una
subunidad, las hélices o transmembrana de la subunidad b y las subunidades ¢ que forman el

anillo C (33).
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Membrana
mitocondrial externa

K+ Na* Crestas mitocondriales

Membrana
mitocondrial interna

Figura 3. Canales mitocondriales iénicos. La figura esquematiza la estructura mitocondrial
y los principales canales idnicos que presentan las mitocondrias. Fuente: Elaboracién Propia
Riquelme, J. (2021)

Las plaquetas tienen una mayor tasa de renovacion de ATP gue el masculo de mamiferos
en reposo que contiene altos niveles de mitocondrias, lo que sugiere un papel esencial de las
mitocondrias en la funcion plaquetaria (25), junto con los granulos de glucdgeno, las
mitocondrias plaquetarias proporcionan energia que se necesita al menos indirectamente para
la agregacion plaquetaria y la secrecion de moléculas procoagulantes (34). Ademas, las
diferentes proteinas presentes en el interior de las mitocondrias son capaces de regular de
diferentes formas la plaqueta desde su interior.
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5.9 Regulacién mitocondrial plaquetaria

La mitocondria se encuentra regulada por diferentes estructuras proteicas y enzimaticas,
entre las proteinas reguladoras se encuentra la familia de proteinas Bcl-2, se destaca el papel
que presenta Bcl-XL y Bak en la determinacién de la vida util de las mitocondrias, por otro
lado, Bcl-XL y Nix tienen un importante rol en los procesos de mitofagia; mientras que las
enzimas NOX1 y NOX2 se encargan de regular los niveles de las especies reactivas de
oxigeno (ROS), un importante activador de las plaquetas.

5.9.1 Regulacién mediante Bcl-2

Las mitocondrias controlan la vida util de las plaquetas a través de un mecanismo que
involucra a la familia de proteinas Bcl-2, las que se encuentran divididas funcionalmente en
proteinas pro y anti apoptoticas. Bax y Bak son moléculas proapoptoticas, las cuales al ser
activadas provocan dafios irreversibles en la membrana mitocondrial externa, provocando
una permeabilizacion temprana de la MEM seguida de una interrupcion posterior de la MM,
concomitante con la exposicion a fosfatidil serina (PS), la formacion de mPTP puede no estar
involucrada y puede ocurrir una despolarizacion A¥m, ademés de liberacién del citocromo
C, ademas de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, donde desencadena la

activacion de la caspasa-9 (35-38).

Por otro lado, Bcl-XL, Bcl-2, Mcl-1, Bcl-w, Al y Bcl-b restringen a Bak y Bax. En
respuesta al estrés celular, un tercer grupo de proteinas Bcl-2, las proteinas iniciadoras solo
BH3 (Bim, Puma, Bad, Noxa, Bik, Hrk y Bmf), pueden inhibir las proteinas pro-
supervivencia y contribuir tanto indirectamente como directamente a la activacion de Bak y
Bax. El equilibrio entre estas proteinas pro y antiapoptoticas de la via intrinseca de la

apoptosis varia segun el tipo de célula (36-38).
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Bcl-XL desempefia una funcion esencial de supervivencia en las plaquetas. Las plaguetas
son un modelo Unico en términos de regulacion de la duracion de la vida porque en su
mayoria dependen de solo dos miembros antagonistas de la familia Bcl-2, es decir, Bcl-XL

para su supervivencia y Bak para su muerte (36).

Una de las hipotesis que se planteaba en torno a Bcl-XL y Bak, sobre la relacion de un
lapso de vida diferencial tomaba el nombre de “modelo de reloj molecular” dado que las
plaquetas tienen una capacidad limitada para sintetizar nuevas proteinas, si Bcl-XL tiene una
vida util mas corta que Bak, luego las moléculas de Bak eventualmente superan en nimero a
Bcl-XL y se produce la apoptosis plaquetaria, la cual fue desechada en 2013 luego que se
demostrase que las plaquetas envejecidas y jovenes in vivo contienen la misma cantidad de
Bcl-XL, por lo que ahora se estudian dos hipétesis sobre 1o que desencadena la apoptosis
plaquetaria in vivo, la primera es una activacién directa de Bak por un factor desconocido
mientras que la otra hipotesis es que la funcion de Bcl-XL se modifica en plaquetas

envejecidas que pueden inducir una actividad inhibidora disminuida sobre Bak (36).

5.9.2 Regulacién mediada por mitofagia

La homeostasis mitocondrial se encuentra estrictamente regulada, esto para un
aseguramiento de una cantidad y calidad 6ptima para mantener las diferentes funciones
fisioldgicas al interior de la célula, por lo que las mitocondrias deben ser sometidas a
constantes ciclos de fision y fusion, que proporciona un mecanismo para la reparacion o
eliminacion de defectos mitocondriales. Las mitocondrias que presentan dafios graves sin
posibilidad de reparacion son separadas de la red mitocondria mediante fision mitocondrial

y son eliminadas a través de autofagia mitocondrial o por apoptosis (39).

La mitofagia ocurre cuando las mitocondrias segregadas no retienen su potencial de

membrana. Hasta ahora, se sabe que la mitofagia en células de mamiferos ocurre a través de
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una via PINK1 (quinasa putativa 1 inducida por PTEN), PARK2 (Parkina ubiquitina ligasa
E3) o una via dependiente del receptor de mitofagia (40).

PINK1 se importa a las mitocondrias sanas a través de la maquinaria de importacién
general, la translocasa de la membrana externa (TOM) y la translocasa de la membrana
interna (TIM). Dentro de las mitocondrias, PINK1 sufre escisiones consecutivas por las
proteasas mitocondriales que resultan en que PINK1 ya escindido se reexporte y
posteriormente se degrade por la via de la regla del extremo N a través del sistema Ub /
proteasoma, obteniendo finalmente niveles bajos de PINK1 enddgeno en mitocondrias sanas
(41).

Para la importacion de proteinas, incluida PINK1, en la mitocondria requiere un gradiente
de protones activo y se inhibe con el dafio mitocondrial (41) tras la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial, PINK1 se estabiliza y se acumula en la membrana mitocondrial
externa, lo que resulta en la fosforilacion de PARK2 vy el reclutamiento de receptores de
autofagia. PARK?2 fosforilada se activa para mediar en la ubiquitinacién de varias proteinas
de la membrana mitocondrial externa, lo que conduce a la fision mitocondrial y la

degradacion autofagica de las mitocondrias dafiadas (39).

El marcador de autofagosoma MAPL de cadena ligera 3 (LC3) es una proteina similar a
la ubiquitina que se une covalentemente a la fosfatidiletanolamina durante la biogénesis de
la autofagosoma, lo que le permite integrarse y esculpir la membrana de aislamiento en
crecimiento y participar en el reclutamiento de carga, los receptores de mitofagia que han
conservado las regiones de interaccion MAP1LC3 / LC3 (LIR) marcan las mitocondrias
dafadas para el reclutamiento de la maquinaria de autofagia a través de la interaccion directa
con LC3 y otras proteinas ATG. FUNDC1y Nix se han descrito como receptores de
mitofagia en células de mamiferos (40, 42).
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Nix pertenece a un subconjunto de proteinas mitocondriales proapoptoticas, dentro de la
familia de proteinas Bcl-2, y se ha demostrado que se dirige directamente a las membranas
mitocondriales para inducir cambios asociados a la apoptosis. Estructuralmente, Nix contiene
un dominio PEST, un dominio BH3 y un dominio transmembrana (TM) C-terminal. In vivo,

Nix homodimeriza o se asocia con otros miembros de Bcl-2 para formar heterodimeros (43).

Nix regula los niveles de proteina Bcl-XL, probablemente a través de la degradacion
autofagica; se ha reportado que la perdida de Nix aumenta los niveles de proteina Bcl-XL en
las plaquetas y esto, a su vez, puede resultar en la prolongacion de la vida til de las plaquetas.
Esto fue concluido luego de un estudio en el cual se evaluo la actividad plaquetaria en
plaquetas de ratones deficientes de Nix. La deficiencia de Nix provocé la acumulacién de
mitocondrias funcionalmente dafiadas y produccion excesiva de ROS mitocondrial en las
plaquetas, lo que generd una alteracion de la activacion plaguetaria, un tiempo prolongado
de sangrado de la cola de ratones y una trombosis arterial atenuada en el modelo de lesion

arterial carotidea inducida por FeCls (39).

Por otro lado, FUNDCL1 es un receptor de mitofagia de mamiferos, que contiene 155
amino&cidos y que se encuentra localizada exclusivamente en mitocondrias, interactia y
recluta LC3 en las mitocondrias para la mitofagia. También se encontr6 que FUNDCL esta
fosforilado en tirosina 18 (Y18)y serina 13 (S13) por SRC quinasa y CK2,
respectivamente. La fosforilacion evita la interaccion entre FUNDC1 y LC3 para la mitofagia
posterior en un sistema de mamiferos (40, 44).

FUNDC1 enddgeno interactia con DNM1L que es una molécula citosélica reclutada en
las mitocondrias para la fision mitocondrial, y con OPAL, una GTPasa que se localiza en la
membrana interna y el espacio intermembrana y juega un papel esencial tanto en la fusion
como en la fision de la membrana interna mitocondrial, manteniendo la estructura de las
crestas. En condiciones normales, FUNDCL1 puede anclar OPA1 a través de su residuo de

lisina cargado hacia la superficie interna de la membrana externa mitocondrial, sin embargo,
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la interaccion se reduce en condiciones de estrés mitocondrial, esto debido a que OPAL se
escinde o incluso se degrada, promoviendo asi la fision mitocondrial, que es necesaria para

la mitofagia (40).

Se ha determinado que el estado de fosforilacién de FUNDC1 puede regular la interaccion
con DNM1L o OPAL, lo que refleja el hallazgo de que el estado de fosforilacion de FUNDC1
regula la mitofagia. Los estudios realizados sugieren la regulacion reciproca de la fisién o
fusion mitocondrial y la mitofagia y la sefializacion bidireccional a través de la doble

membrana de la mitocondria para la fision o fusién mitocondrial y la mitofagia (40).

5.9.3 Regulacion mediada por ROS

Los radicales libres de oxigeno o, mas generalmente, las especies reactivas del oxigeno
(ROS), asi como las especies reactivas del nitrogeno (RNS), son productos del metabolismo
celular normal, la mayoria de las ROS intracelulares se derivan del anion superdxido formado
principalmente por las mitocondrias. Entre las ROS, el anion superdxido y el peréxido de
hidrogeno se consideran mensajeros criticos para iniciar cambios en los eventos de

sefializacion celular (45, 46).

El equilibrio redox permite mantener la correcta funcionalidad de las funciones vitales
celulares, cuando hay estrés oxidativo, es debido al desequilibrio en las caracteristicas redox
de algun entorno celular que puede ser el resultado de procesos bioguimicos que conducen a
la produccion de especies reactivas, exposicion a agentes dafiinos como contaminantes y

radiaciones ambientales, o capacidades limitadas de sistemas antioxidantes endogenos (47).

Las ROS / RNS celulares mas importantes incluyen moléculas basadas en oxigeno tanto

radicales como no radicales, como anién superoxido (O2 «"), peroxido de hidrégeno (H202),
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radical hidroxilo (*OH), ion hidroxilo (OH"), asi como moléculas a base de nitrogeno que
incluyen oOxido nitrico (*NO), radical dioxido de nitrogeno (*NO2) y peroxinitrito
(ONOOQO)(48).

Las ROS intraplaquetarias o extraplaquetarias estimulan la activacion plaquetaria
mediante la regulacion de: la funcién de los receptores plaquetarios, la biodisponibilidad de
los agonistas o inhibidores plaquetarios, la formacion de isoprostanos y la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (48).

Tras la activacion, la estimulacion de los agonistas desencadena vias de sefializacion que
dan como resultado la produccion de ROS tanto por las NAPDH oxidasas (NOX) como por
las mitocondrias. El aumento de la produccion de ROS enddgenos, a su vez, altera la funcion
de las mitocondrias y aumenta la activacion plaquetaria en un bucle autoamplificador, lo que
facilita la exposicion de la fosfatidilserina (PS), el cual se encuentra cargado negativamente
en la membrana plaquetaria, posibilitando la unién a los factores coagulantes VIII (FVIII),
Va y Xa, donde proporciona una superficie fuertemente catalitica para el ensamblaje de

protrombinasa y tenasa, desencadenando la generacion de trombina en sangre (48, 49).

El papel fundamental de las ROS y las mitocondrias en la funcién plaquetaria ha surgido
recientemente, regulando la activacion, agregacion y reclutamiento plaquetario, sintonizando
varias vias de sefializacion celular; este aspecto es aln mas relevante si se considera que las

plaquetas son tanto fuente como diana de ROS (48).

A nivel mitocondrial el superdxido (O2¢7) se genera principalmente a nivel de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial y puede convertirse en peréxido de hidrogeno
(H202) por la enzima superdxido dismutasa (SOD) o sufrir una dismutacion espontanea. En
presencia de iones de metales de transicion, por ejemplo, iones de hierro y cobre, el H20:

puede generar a través de la reaccion de Fenton el radical hidroxilo altamente reactivo (HO®).
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Las especies reactivas también pueden ser producidas enzimaticamente por xantina oxidasa
(X0), 6xido nitrico sintasas desacopladas (NOS) y NADPH oxidasa (NOX) (47).

Por otro lado, la enzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa (NADPH
oxidasa) (NOX), un complejo enzimatico de la membrana celular, mediante este complejo,
se pueden transportar electrones del NADPH a través de las membranas bioldgicas para
reducir el oxigeno a superoxido (O2¢"). La familia de NOX se compone de siete isoformas
diferentes que incluyen NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1y DUOX2; difieren

en activacion, composicion de subunidades, localizacion y expresion (48).

Presenta una estructura compleja, puesto que consta de dos elementos unidos a la
membrana (gp91 PHOX y p22 PHOX), tres componentes citosolicos (p67 PHOX , p47
PHOX y p40 PHOX ) y una proteina G de bajo peso molecular (ya sea rac 2 o rac 1). La
activacion de la NOX estd asociada y probablemente causada por la migracion de los
componentes citosélicos a la membrana celular, de modo que se pueda ensamblar la oxidasa

completa (50).

Se sabe que tanto NOX1 como NOX2 se expresan en plaquetas y son fundamentales en
la produccion de ROS que se presenta posterior a la activacion plaquetaria mediada tanto por
el receptor acoplado a proteina G (GPCR) como por GPVI. Ambas isoformas son inactivas
en las plaquetas en reposo y se activan al ser estimuladas por agonistas, formando un
multicomplejo con varias subunidades citoplasmaticas reguladoras, considerandose
responsables de la regulacion de la respuesta plaquetaria. Sin embargo, se han obtenido
resultados contradictorios en términos del papel diferencial de NOX1y NOX2 en el receptor
acoplado a proteina G (GPCR) o agregacion y funcion plaquetaria dependiente de GPVI (48,
51).
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La produccion de ROS dependiente de NOX puede, a su vez, desencadenar una
generacion adicional de ROS por parte de las mitocondrias plaquetarias (Figura 4). Los sitios
de union de ubiquinona en el complejo 1y 11l de la cadena transportadora de electrones se
han identificado como las principales fuentes mitocondriales de (O2¢"), que luego puede
convertirse en H2O> por la superoxido dismutasa 2 (SOD2). La produccion de ROS
mitocondrial esta regulada principalmente por el estado redox de la cadena transportadora de

electrones y, por lo tanto, por el potencial de membrana mitocondrial (A¥m) (48).

Los productos de superdxido resultantes, peroxido de hidrégeno o peroxinitrito, activan
el canal de potasio mitocondrial sensible al ATP (Katp), lo que lleva a la pérdida del potencial
de membrana mitocondrial (A¥m) con la formacién subsiguiente de ROS mitocondrial
(mtROS). Los mtROS facilitan la apertura del poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial (mPTP) el posterior escape de mtROS al citosol, donde provocan una mayor
activacion de PKC y NOX junto con un aumento del calcio intracelular (52). La formacion
sostenida de mPTP conduce a la interrupcion del potencial de membrana (A%m), y la
despolarizacion de A¥m se asocia con la exposicion a PS tanto en plaquetas estimuladas por

agonistas in vitro como en plaquetas que envejecen in vivo (35).

Se ha indicado que ONOO™ puede reaccionar con residuos de tirosilo para formar 3-NO2~
Tyr y con tioles para generar S-nitrosotioles, lo que reduce el efecto inhibidor del
NO. Ademéas, ONOO™ puede actuar como sustrato para la peroxidasa COX, lo que llevaa la
activacion de la prostaglandina endoperoxido H sintasa y al aumento de la formacion de
prostaglandinas. Estas reacciones son importantes para la sintesis de tromboxano A2
derivado de plaguetas. Ademas, ONOO™ derivado de plaguetas puede conducir a la
produccion de 8-iso-PGF2a a partir del acido araquidonico, mientras que 8-iso-PGF2a puede
aumentar la liberacion de calcio de las reservas intracelulares, inducir cambios en la forma
de las plaquetas y amplificar la agregacion plaguetaria en respuesta a los
agonistas. Ademas, es probable que ONOO™ mejore la biodisponibilidad del difosfato de

adenosina, aumentando asi el reclutamiento adicional de plaquetas (53).
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Figura 4. Esquema representativo de las funciones de ROS al interior de la célula

plaquetaria. Fuente: Elaboracion propia Riquelme, J. (2021)

5.9.4 Regulacion mediante mPTP y CypD

Las plaquetas recubiertas son un subconjunto de plaquetas que resultan de la activacion
de agonistas dobles con colageno y trombina. Estas células inusuales, anteriormente
conocidas como plaquetas COAT, un acrénimo de los agonistas de colageno y trombina
utilizados en su formacion (54). Se caracterizan por niveles altos y sostenidos de calcio libre
intracelular, pérdida del potencial mitocondrial, recubrimiento de su superficie por proteinas
de granulos a pro-hemostéaticos, regulacion a la baja de GPIIb / Illa activada (pérdida de su
propiedad de agregacion), y la expresion de PS para apoyar los complejos de protrombinasa

y tenasa para el proceso de coagulacion (55).

La formacion de mPTP juega un papel clave en la regulacion de la activacion plaquetaria,

induciendo la transicion plagquetaria de un estado activado a uno altamente activado
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(plaquetas procoagulantes) tipificado por vesiculacion, externalizacion de fosfatidilserina
(PS) de alto nivel y retencion de fibrindgeno de alto nivel.(48) Luego de utilizar activadores
(Oxido de fenilarsina y Diamida) de mPTP, se observé un marcado aumento de produccion
de plaquetas recubiertas, mientras que al usar inhibidores (Ciclosporina A, Coenzima Q y

Acido bongkrekico) de mPTP, se vio inhibida la produccion de este tipo de plaquetas (54).

Un regulador importante de mPTP es la ciclofilina D (CypD), una peptidil-prolil cis-trans-
isomerasa mitocondrial, es producto del gen Ppify es una proteina de ~22 kDa con una
secuencia de direccién mitocondrial que se escinde a medida que se importa a la matriz
mitocondrial, creando un producto final de ~19 kDa. Fue nombrado, como todas las
ciclofilinas, por su capacidad para unirse al farmaco ciclosporina A (CsA). CypD interactua
con la F1FO-ATP sintasa, el portador de fosfato (PiC) y el translocador de nucledtidos de
adenina (ANT) todos los cuales se han propuesto como componentes potenciales del mPTP
(56, 57).

El transporte de electrones por la cadena de transporte de electrones, el consumo de
oxigeno por la citocromo oxidasa y el aceptor final de electrones estan acoplados a la
produccién de ATP por la ATP sintasa. En las mitocondrias bien acopladas, los electrones
no se transportan y el oxigeno no se consume a menos que esté presente ADP. El
acoplamiento mitocondrial depende en gran medida de la permeabilidad del MMI. Si hay
fugas a través del MMI (mitocondrias desacopladas), el gradiente electroquimico se disipa,

lo que conduce a una produccion de ATP menos eficiente (56).

En ausencia de CypD, varias respuestas de activacion plaquetaria, incluida la
externalizacion de fosfatidilserina, la retencion de fibrindgeno de alto nivel, la modulacion
antigénica ouib B3, la formacion de vesiculas en la membrana, la actividad procoagulante y la
relajacion de la retraccion del coagulo, se ven marcadamente afectadas; La localizacion de

CypD en la matriz mitocondrial, junto con los efectos de la ausencia de CypD sobre la perdida
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dependiente de la activacion de AWm, apunta a un papel critico de un evento mitocondrial en

la regulacion de la activacion plaquetaria (30).

5.10 Compuestos farmacolégicos que regulan la mitocondria plaquetaria

Dado que muchas moléculas potenciales de farmacos no exhiben adecuadamente un
comportamiento selectivo con los sitios mitocondriales, interactuando con varios objetivos,
solo una fraccion de la concentracion total esta disponible para actuar sobre cada uno. En
consecuencia, el tratamiento de los origenes de los trastornos en las mitocondrias impone el

desarrollo de estrategias de seleccion selectiva (10).

Las mitocondrias al encontrarse dentro de la célula plaquetaria, obliga a utilizar moléculas
que cumplan con muchos requisitos fisicoquimicos para poder atravesar las membranas y
poder llegar al objetivo. Entre los compuestos que presentan accion protectora contra la
disfuncion mitocondrial en plaquetas, se encuentran divididos entre: compuestos derivados

de fuentes naturales, moléculas unidas a TPP+ y medicamentos aprobados por la FDA (10).

5.10.1 Compuestos derivados de fuentes naturales

a) Ciclosporina A

Ciclosporina A (CsA), un potente inhibidor de mPTP, suprime la apertura de los poros al
inhibir la matriz ciclofilina D (CypD), evitando asi los cambios conformacionales inducidos
por CypD en las proteinas centrales de mPTP; se sabe desde hace mucho tiempo que la CsA
desensibiliza la mPTP de la apertura temprana al impedir la interaccion de Ca 2+ con CypD
(58). Sin embargo, CypD no es el Unico objetivo de CsA, en estudios recientes se ha reportado
que CsA actua principalmente a través de la union a ciclofilina A (CypA) y la consiguiente
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inhibicidn de la fosfoproteina fosfatasa 2B (calcineurina), donde se ha demostrado que CsA

aumenta la adhesion y agregacion plaquetaria inducida por estimulos leves (ADP) (59).

b) Acido Salviandlico

El acido salvianolico es uno de los compuestos bioactivos de S. miltiorrhiza BGE extraido
de la raiz de S. miltiorrhiza, cominmente llamado "Danshen” en China (60). Se ha
demostrado que el &cido salviandlico B (SAB) inhibe la agregacion plaquetaria inducida por

ADP y la adhesion plaquetaria al interactuar con el receptor de colageno a2fp1 (61).

Hay estudios que sefialan que SAB previene la disfuncion mitocondrial y la fragmentacion
mitocondrial del dafio oxidativo inducido por H202, mediante la regulacion positiva de la
mortalina, proteina anti-apoptotica que tiene como caracteristica que su sobreexpresion
protege contra la apoptosis al prevenir la acumulacion de ROS redundantes en las
mitocondrias (62).

Por otro lado, el &cido salviandlico A (SAA) inhibe la agregacion plaguetaria inducida
por colageno, trombina, ADP e inducida por U46619, ademas se ha demostrado que inhibe
de forma potente la adhesion plaquetaria en condiciones de flujo arterial. Los efectos
inhibidores de plaquetas de SAA también se demostraron como reduccion de la unién de
fibrindgeno plaquetario y expresion de P-selectina, lo que condujo a una disminucién de la
agregacion plaquetaria-leucocito. Ademas, SAA puede prevenir la toxicidad mitocondrial
inducida por radicales de oxigeno en el corazon de rata e inhibir la generacién de radicales

libres en tejidos sometidos a estrés oxidativo (61).

c) Derivados lipofilicos de Silamida
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Los derivados lipofilicos de silamida obtenidos por reaccion de N-acetilcisteina (NAC)
con 3- aminopropiltrimetilsilano y aminometiltrimetilsilano, protegen las plaquetas contra la
apoptosis inducida por el estrés oxidativo. Inhiben significativamente los marcadores
apoptoticos de plaquetas inducidos por la rotenona / H202, como aumento de los niveles de
ROS, aumento de los niveles de Ca2 + intracelular, pérdida de A¥Wm, liberacion de citocromo

¢ mitocondrial al citosol, actividad de caspasa-9 y -3 y externalizacion de PS (63).

d) Xanthohumol

El xanthohumol (XN) es el principal flavonoide prenilado del Humulus lupulus (planta de
lUpulo), XN ha demostrado generar disminucién de la funcion adhesiva plaquetaria,
disminucion de P-selectina, disminucion de la expresion de allbB3 y el calcio citosolico,
ademas de afectar la actividad de la protrombinasa plaquetaria después de la administracion
de este. XN induce la expresion de Sirtl, lo que disminuye la sobrecarga de ROS, previene
la disfuncidon mitocondrial y reduce el dafio de la membrana asociado inducido por plaquetas
activadas y la hiperpolarizacion mitocondrial. En ensayos de funcion mitocondrial disefiados
para detectar cantidades de ADN mitocondrial (ADNmt) extracelular, se encontrdé que XN
previene la liberacion de ADNmt, que actta como un factor de dafio celular y posteriormente

puede inducir la activacion plaquetaria (64).

5.10.2 Moléculas unidas a TPP +

Para mejorar la entrada a las mitocondrias, los compuestos pueden modificarse mediante
la union al cation lipofilico de trifenilfosfonio (TPP) EI TPP corresponde a un atomo de
fosforo, cargado positivamente, unido a una gran superficie hidréfoba dada por tres grupos
fenilo. Debido al AYm de 150-180 mV (negativo en el interior), la carga positiva de TPP se
utiliza para mejorar sus ingresos y acumulacion (concentracion 500 veces mayor) dentro del

matriz mitocondrial (65).
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Segun su funcionalidad, el TPP se ha empleado como un grupo dirigido a las mitocondrias
para el suministro de agentes anticancerigenos, péptidos, acidos nucleicos y compuestos
antioxidantes a las mitocondrias (aislado, en células intactas y en organismos completos).
Los antioxidantes basados en TPP son mas efectivos que el compuesto antioxidante solo, a
pesar de tener el mismo resto antioxidante, porque se acumulan dentro de la matriz
mitocondrial y eliminan directamente la produccion de ROS; entre estos compuestos unidos
a TTP+ se encuentra MitoQ y MitoTEMPO (65).

a) MitoQ

La mitoquinona (MitoQ; 10- (4,5-dimetoxi-2-metil-3,6-dioxo-1,4-ciclohexadien-1-il)
deciltrifenilfosfonio) es la molécula pionera disefiada especificamente para disminuir el
estrés oxidativo mitocondrial, este compuesto incluye un resto de ubiquinona adherido
covalentemente a una cadena alifatica terminal de 10 carbonos con un complejo de
trifenilfosfonio (TPP +). Se ha demostrado que MitoQ disminuye la adhesién plaquetaria y
disminuye la propagacion del colageno, y la expresion de P-selectinay CD63 en la superficie
plaquetaria, ademas, inhibe la agregacion plaquetaria inducida por colageno, convulxina,
péptido activador del receptor de trombina 6 (TRAP-6) y 12-miristato 13-acetato de forbol
(PMA). Como mecanismo antiplaquetario, MitoQ produce despolarizacion mitocondrial y
disminucion de la secrecion de ATP, mientras que en plaquetas estimuladas con antimicina

A'y colageno, MitoQ disminuye significativamente la produccion de ROS (66).

b) MitoTEMPO

La Doxorrubicina (DOX) es un agente quimioterapéutico altamente efectivo que se usa
ampliamente para tratar una variedad de canceres, sin embargo, su uso esta limitado por

algunos efectos secundarios, como cardiotoxicidad y trombocitopenia. DOX induce de
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manera dependiente de la dosis la despolarizacion de A¥m, la exposicion a PS, la
translocacion mitocondrial de Bax, la liberacion de citocromo C y la activacion de caspasa-
3, lo que proporciona evidencia suficiente para indicar que DOX incurre en apoptosis

plaquetaria intrinseca mediada por mitocondrias (67).

Se encontr6 que Mito-TEMPO, un antioxidante dirigido a las mitocondrias puede
acumularse especificamente en la matriz mitocondrial 1000 veces debido a su carga positiva,
inhibe significativamente la apoptosis de plaquetas inducida por DOX, incluida la disipacion
de A¥m, la exposicion a PS, la activacion de caspasa-3, la translocacion mitocondrial de Bax
y la liberacion de citocromo C. Ademas, Mito-TEMPO también tiene la capacidad de inhibir

parcialmente la eliminacion de GPIba inducida por DOX (67, 68).

5.10.3 Medicamentos aprobados por la FDA

a) Metformina

La metformina, un sensibilizador a la insulina, puede mejorar la funcion vascular y varias
anomalias fisiologicas relacionadas con la resistencia a la insulina con menos efectos
secundarios informados en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Estudios han demostrado
que la metformina reduce la liberacion de ADNmt de las plaquetas activadas y suprime la
disfuncion mitocondrial mediante la inhibicion del complejo | en la cadena transportadora de

electrones (69).

Por otro lado, se demostr6 que los compuestos derivados de la metformina, 4-
nitrobencenosulfonamida y  2-nitrobencenosulfonamida, poseen propiedades

anticoagulantes, manifestadas por la formacion prolongada de trombos dependientes de
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plaquetas en condiciones semifisiologicas y una disminucion de la liberacion de VWF in vitro
(70).

b) Estatinas

Los estatinas (inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)
reductasa) son los farmacos mas relevantes utilizados para reducir los niveles de colesterol
sérico. Estudios han demostrado que la terapia con simvastatina, ademas de su efecto
hipocolesterolémico, disminuye el estrés oxidativo, por otro lado se ha visto un aumento de
los marcadores antiaterogénicos y antiinflamatorios; reduce la agregacion plaquetaria a
agonistas fisioldgicos, y aumenta la sensibilidad de las plaguetas a los efectos antiagregantes

de la aspirina (71).

Ratones tratados con atorvastatina mostraron un aumento de eNOS vy factor plaquetario 4
regulado a la baja y beta tromboglobulina en las plaquetas, efectos que estan ausentes en
ratones knockout para la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). La fluvastatina actla a
través del receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPARa) y (PPAR-y) para
reducir la agregacion plaquetaria en respuesta al &cido araquidénico y una agregacion
plaquetaria disminuida en comparacion con la colestimida. La atorvastatina inhibio
agudamente el reclutamiento de plaquetas, disminuy6 Nox2, Racl, proteina quinasa C,

fosfolipasa plaquetaria A2 y tromboxano A2 mientras aumentaba los niveles de NO (72).

5.11 Técnicas para evaluar la funcion mitocondrial.

La medicion de la funcién mitocondrial es preponderante para conocer el estado
mitocondrial, ya sea bajo la investigacion de ciencia basica como de ciencia aplicada. Entre

las técnicas que se utilizan, se encuentra la medicion de consumo de oxigeno, la medicién
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del potencial de membrana, niveles de NADH por fluorescencia, niveles de ROS
mitocondrial, medicion del poro de transicién mitocondrial (mPTP) y la medicion de ATP
(Figura 7).

5.11.1 Seahorse: consumo de oxigeno

Una de las pruebas més informativas de la funcion mitocondrial es la cuantificacion de la
respiracion celular, ya que refleja directamente el deterioro de la cadena de transporte de
electrones y depende de muchas reacciones secuenciales desde la glucolisis hasta la
fosforilacion oxidativa. Uno de los ultimos pasos de la respiracién celular es la oxidacion del
citocromo ¢ en el complejo IV, que reduce el oxigeno para formar agua; por tanto, las
estimaciones de las tasas de consumo de oxigeno (OCR) expresadas en pmol / min permiten

sacar conclusiones sobre la capacidad de sintetizar ATP y sobre la funcion mitocondrial (73).

Los analizadores Seahorse Bioscience XF tiene la capacidad de calcular
las concentraciones de O» a partir de la fluorescencia en un formato de ensayo de
microplacas. Permite mediciones simultaneas en tiempo real tanto de (OCR; un indicador de
fosforilacion oxidativa) como de la tasa de acidificacion extracelular (ECAR; un indicador
de glucdlisis) en mdltiples lineas y condiciones celulares, lo que reduce la cantidad de

material de muestra requerido y aumenta el rendimiento (73).

Se utiliza oligomicina, Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP),
rotenona y antimicina A (Figura 5) para realizar la prueba de estrés mitocondrial, debido a
que dichos compuestos facilitan la medicion de la funcionalidad de la cadena respiratoria
mitocondrial en organismos mediante la determinacion de, por ejemplo, la produccion de
ATP, la fuga de protones, la respiracion maxima, la capacidad respiratoria de reserva y la

respiracion no mitocondrial (74).
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La oligomicina inhibe el complejo V (ATP sintasa) de la cadena transportadora de
electrones, y la inyeccion de este compuesto muestra qué parte del OCR se debe a la sintesis
de ATP. La inyeccién posterior del desacoplador FCCP, un protonéforo, permite que los
protones se muevan hacia la matriz mitocondrial independientemente de la ATP sintasa. Para
mantener el potencial de membrana, los protones se mueven de regreso al espacio
intermembrana aumentando el flujo de electrones a través de la cadena transportadora de
electrones hasta la velocidad maxima. Por tanto, la inyeccion de FCCP revela la capacidad

respiratoria maxima (OCR méaxima) de las células (75).

La proporcion de OCR maxima en comparacion con la OCR basal se conoce como
capacidad respiratoria de reserva (spare respiratory capacity / SRC). SRC es la capacidad
mitocondrial adicional disponible en una célula para producir energia en condiciones de
mayor trabajo o estrés y se cree que es importante para la supervivencia y funcion celular a
largo plazo. La rotenona y la antimicina A bloquean el Complejo | y 11, respectivamente,
inhibiendo asi completamente la cadena transportadora de electrones y, como tal, cualquier
consumo de oxigeno restante después de estos compuestos no es mitocondrial. La diferencia
entre OCR después de oligomicina 'y OCR después de rotenona y antimicina A indica fuga
de protones mitocondrial (75).

Oligomicina FCCP Rotenona / Antimicina A

OCR maximo

Consumo basal
de oxigeno

OCR

ATPasa independiente de OCR

Consumo de oxigeno no mitocondrial
TIEMPO

\

Figura 5. Grafico ilustrativo de los niveles de OCR durante la prueba de estrés
mitocondrial. Fuente: Tomada y adaptada de Yépez, V. 2018 (73)
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5.11.2 Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial (A¥m) es fundamental para mantener la funcion
fisioldgica de la cadena respiratoria para generar ATP (76). EI Aym es un indicador sensible
del estado energético de las mitocondrias y la célula, y puede usarse para evaluar la actividad
de la cadena respiratoria mitocondrial, los sistemas de transporte electrogénico y la activacion

de la transicion de la permeabilidad mitocondrial (77).

Varias sondas fluorescentes (JC-1, mito-MPI, Rodamina 123, DiOCs, TMRM, TMRE) se
pueden utilizar para determinar A¥m en una variedad de tipos celulares. Casi todas las sondas
de fluorescencia son de una sola longitud de onda de los indicadores, que aumentan o
disminuyen su intensidad de fluorescencia proporcional a un estimulo que aumenta o
disminuye los niveles de AWm. Por lo tanto, es imprescindible para medir la intensidad de la
fluorescencia de las sondas a nivel basal y después de la aplicacion de un estimulo especifico.
Esto permite determinar el porcentaje de cambio en la intensidad de fluorescencia entre el
nivel de referencia y un estimulo (76). La preferencia de una u otra sonda se encuentra

marcada por sus caracteristicas y por la utilidad que se le dara a la medicion (Figura 6).

a) Sonda JC-1

!

La sonda catidnica lipofilica 5,5 ', 6,6’ - tetracloro - 1,1 ', 3,3 Yoduro de ' -
tetraetilbencimidazolcarbocianina (JC-1) es una molécula que existe en forma monomeérica,
emitiendo a 527 nm después de la excitacion a 490 nm. En presencia de un A ¥ alto, JC-1
forma los llamados agregados J que estan asociados con un gran cambio en la emision (590
nm) (58). Este método citofluorimétrico presenta las siguientes caracteristicas: es tanto
cualitativo como cuantitativo; permite la identificacién de poblaciones con diferente

contenido de mitocondrias; ya se ha utilizado para estudiar el comportamiento de estos
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organulos en una variedad de condiciones, incluida la apoptosis y se ha validado aiun mas

mediante el analisis de A¥m a nivel de mitocondrias individuales (78).

El indicador mito-MPI es una versién modificada de JC-1 que presenta solubilidad en
agua; el mito-MPI se acumula en las mitocondrias como agregados fluorescentes rojos
(emision a 590 nm). Cuando el potencial de membrana mitocondrial se despolariza, los
agregados de m-MPI se convierten en mondmeros fluorescentes verdes (emision a 535 nm)
y permanecen en el citoplasma. Por lo tanto, la proporcién de fluorescencia rojo / verde se

puede utilizar para determinar la funcion mitocondrial (79, 80).

b) Rodamina 123

La rodamina 123 (RH-123) es un colorante fluorescente de baja toxicidad para las
mitocondrias y se utiliza para determinar la actividad mitocondrial. La naturaleza lipofilica
de RH-123 le permite difundirse a través de la membrana mitocondrial en respuesta a
gradientes de potencial y concentracion, siendo la difusion trans-bicapa del tinte mucho mas
lenta que los cambios reales en Aym. Sin embargo, debido a que el RH-123 es menos
lipofilico que otros colorantes cationicos, perturba solo ligeramente el potencial de superficie
de la membrana y tiene constantes cinéticas similares para la entrada y salida de la matriz
mitocondrial (81, 82).

Los colorantes lip6filos como RH-123 se acumulan en la matriz mitocondrial impulsada
por el gradiente eléctrico. Cuanto mayor sea el Aym, mas RH-123 se incorpora a la matriz.
En la fase acuosa, el RH-123 disperso tiene un pico de emision a 525 nm, mientras que
cuando esta muy concentrado dentro de la matriz mitocondrial, el RH-123 muestra un

corrimiento al rojo y una extincién de la fluorescencia (82).
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¢) DiOCs

El yoduro de 3, 3'-dihexiloxacarbocianina (DiOCs) es un fluorocromo catiénico lipofilico,
permite medir cambios en el potencial de membrana, funciona eficazmente en mitocondrias
aisladas y se utiliza con mayor frecuencia para la citometria de flujo, sin embargo, presenta
cierta toxicidad para la respiracion mitocondrial, esto conjunto a las concentraciones
ultrabajas (<1 nM) necesarias para medir con precision Aym, limitan la utilidad de esta sonda

frente a las demas (79, 80, 83).

d) TMRM

TMRM es un indicador fluorescente potenciométrico permeable a las células que se
acumula en el interior de las mitocondrias con una carga muy negativa. Es importante la
utilizacion de las bajas concentraciones (10-50 nm de rango) de TMRM para evitar la
autoextincion de TMRM mitocondrial. Luego, la sefial de fluorescencia de TMRM pueden
ser directamente relacionados con la co-A¥m través de la membrana mitocondrial interna.
Una pérdida del AYm causa una fuga de la sonda TMRM desde el interior de la mitocondria

resultando en una pérdida de intensidad de fluorescencia (76).

e) TMRE

TMRE (perclorato de éster etilico de tetrametilrodamina) es un colorante lipo6filo
catiénico, altamente fluorescente, TMRE emite una fluorescencia roja (excitaciéon 568 nm,
emision 590-630 nm) que puede detectarse mediante citometria de flujo o microscopia de
fluorescencia y el nivel de fluorescencia de TMRE en las células tefiidas se puede utilizar

para determinar si las mitocondrias en una célula tienen un A%¥m alto o bajo (84-86).
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Ideal para estudios agudos de resolucion lenta

— TMRM / TMRE : ) . ey
0 para medir Aym preexistente (sin extincion)

Ideal para estudios agudos de resolucion
Rhod123 rapida (extincion).
Sondas para |

medir Aym

Mgjor para la discriminacion "Si" o "No" del
estado de polarizacion del potencial de
membrana mitocondrial.

—> JC-1/ mito-MPI

— DiOC 4 (3) —_— Mejor para citometria de flujo.

Figura 6. Esquema de las principales utilidades de las sondas ocupadas para medir
A¥m. Fuente: Tomado y adaptado de Perry, S. (2011) (83).

5.11.3 Niveles de NADH (fluorescencia)

NADH (la forma reducida del dinucleétido de nicotinamida y adenina), coenzima que se
encuentra en grandes cantidades en las mitocondrias (87). EI NADH unido dentro de las
mitocondrias y otros sustratos en la célula puede usarse directamente como un indicador de
la respiracion celular, ya que solo la forma reducida (NADH) emite fluorescencia a una
longitud de onda de 460 nm (luz azul). Las diferencias espectrales entre NADH libre y unido
son menores, aunque los nuevos métodos sensibles de andlisis de datos pueden revelar estas

pequenas diferencias (88, 89).

Se han desarrollado biosensores basados en la permutacion circular de proteinas
fluorescentes (cpFPs). En las cpFP, los terminales N y C originales se fusionan y se crean
nuevos terminales N y C para la insercion de proteinas sensoras. Esto hace que la
fluorescencia de las cpFP sea muy sensible a los analitos. Esta union especifica a NADH
hace que los biosensores NADH / NAD * basados en cpFP sean mejores que los métodos
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alternativos como el ensayo de ciclos enzimaticos, la cromatografia y la espectrometria de

masas (90).

Estas sondas se pueden introducir genéticamente en células, organulos u organismos de
interés, ademas producen un rendimiento cuantico de fluorescencia mucho mayor que la
autofluorescencia NAD(P)H; por lo tanto, estos sensores mejoran significativamente la
sensibilidad de los ensayos en comparacién con las mediciones de fluorescencia NAD(P)H
enddgena, lo que los convierte en buenos agentes de imagen con potencial para monitorear

procesos metabolicos en células vivas e in vivo (90, 91).

Las imagenes cuantitativas con biosensores fluorescentes codificados genéticamente
utilizan principalmente el método de imagenes de excitacién-radiométrica (90). Las
imagenes de excitacion radiométricas generalmente explotan las dos bandas de excitacion de
las proteinas fluorescentes, por ejemplo, las bandas alrededor de 405 nm (banda A) y 495 nm
(banda B) para proteinas fluorescentes verdes (GFP) o 420 nm (banda A) y 500 nm (Banda
B) para proteinas fluorescentes amarillas (YFP). Sin embargo, la intensidad de fluorescencia
de los FP excitados en la banda B también es sensible a los niveles de pH ambientales. Por
lo tanto, las respuestas de estos biosensores de excitacion-radiométrica basados en cpFP a

los analitos deben calibrarse simultaneamente mediante sensores de pH (90).

En general, estos sensores se construyen fusionando proteinas represoras Rex de unién a
NADH bacterianas con proteinas fluorescentes permutadas ciclicamente (cpFP). Las
proteinas Rex presentan sensibilidad a la union de NADH, producto de esta unién se genera
un cambio conformacional, por lo que al fusionar proteinas Rex con cpFP, la fluorescencia
de este ultimo responde a los cambios conformacionales inducidos por la unién de NADH, a

diferencia de Peredox, basado en GFP, Frex y SoNar estan basados en YFP (90, 92).
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Frex tiene la capacidad de medir especificamente los niveles de NADH en un amplio
rango dinamico, sin embargo, no adapta una estructura terciaria 6ptima en algunas células y
su fluorescencia es sensible al pH. Los sensores Peredox son mucho mas resistentes al pH y
reflejan parcialmente la relacion NAD “/NADH mas fisiolégicamente relevante; sin
embargo, tienen un rango dindmico limitado y su afinidad parece demasiado alta para ser

utiles en condiciones fisioldgicas (93).

La fluorescencia de SoNar es intrinsecamente radiométrica con dos longitudes de onda de
excitacion que tienen respuestas opuestas a NAD *y NADH, lo que permite la determinacion
cuantitativa de NAD * o NADH por separado, asi como radiométricamente. Se ha visto que
SoNar presenta un buen desempefio en estudios de iméagenesin vivo, exhibiendo una
fluorescencia intensay la capacidad de detectar aumentos o disminuciones de NAD */ NADH

en condiciones fisiologicas normales (93).

5.11.4 Medicion de ROS mitocondrial

La deteccion de ROS en sistemas bioldgicos requiere sondas que reaccionan muy
rapidamente con ROS para competir con los antioxidantes y producir productos estables, que
pueden cuantificarse, esto dado la alta reactividad, numerosos mecanismos de depuracion y
las bajas concentracién, por otro lado, se requiere de gran especificidad, para asi diferenciar

la cuantificacién de ROS mitocondrial del ROS citosélico (94).

Uno de los métodos es el uso de una nitrona ciclica, el N-0xido de 5-dietoxifosforil-5-
metil-1-pirrolina (DEPMPO), el cual ha sido modificado mediante la adicion de un grupo
trifenilfosfonio, lo  que  promueve su  absorciobn  selectiva  por las
mitocondrias. Desafortunadamente, el conjugado de trifenilfosfonio de DEPMPO (mito-
DEPMPOQ) también debe usarse a altas concentraciones (50 mM), lo que puede causar

inhibicidn de la sintesis de ATP mitocondrial debido a la acumulacion de grandes cantidades
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del cation lipofilico en la matriz mitocondrial y alteracion del potencial de membrana

mitocondrial (94).

Es debido a esto que se han desarrollado otros enfoques para detectar ROS en células
intactas y mitocondrias; estos incluyen métodos de quimioluminiscencia como
quimioluminiscencia mejorada con lucigenina, luminol, MCLA y coelenterazina; las cuales

no son especificas para medir ROS mitocondrial (94).

Las sondas basadas en fluorescencia permiten la deteccion de ROS con una sensibilidad
mayor; entre estas sondas se encuentra dihidroetidio (DHE), puede ser oxidado por especies
reactivas, incluido el superoxido a etidio, que posteriormente se une al ADN para producir
fluorescencia. Mas recientemente, el derivado de dihidroetidio que lleva un resto cationico
de trifenilfosfonio, cominmente conocido como MitoSOX Red o Mito-HE, o mas
frecuentemente Ilamado MitoSOX, el cual se ha sintetizado y se encuentra disponible de
forma comercial (por ejemplo, Thermo Fisher, Waltham, MA USA). Esta sonda con carga
positiva se acumula rapidamente en las mitocondrias y, como tal, puede usarse para detectar
la produccién de superdxido / ROS dentro de las mitocondrias mediante fluorometria,
microscopia o citometria de flujo. De hecho, la obtencion de imagenes de fluorescencia de
las células o tejidos tefiidos con DHE y MitoSOX se ha reivindicado como un ensayo

selectivo para la produccién de superoxido intracelular e intramitocondrial (95).

MitoSOX fue desarrollado conjugando ion trifenilfosfonio (TPP+), un cation lipofilico
usado para acumular varias moléculas carga en la matriz mitocondrial altamente cargada
negativamente, con dihidroetidio, una sonda existente usada para detectar superoxido
celular. Cuando se oxida por superédxido, el dihidroetidio (también llamado hidroetidina)
forma el producto de oxidacion especifico de superoxido 2-hidroxietidio, mientras que forma
etidio y otros subproductos cuando se oxida por ROS distintos del superdxido. Los productos
de oxidacion de DHE y MitoSOX exhiben espectros de fluorescencia rojos, en gran parte

superpuestos, cuyas intensidades se ven reforzadas por la presencia de &cidos nucleicos. La
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acumulacién de fluorescencia roja se utiliza como indicador de ROS sin especificar una
especie en particular, mientras que la cuantificacion de los productos de oxidacion del 2-
hidroxietidio o “mito” -2-hidroxietidio mediante cromatografia liquida de alta resolucion es

necesaria para medir especificamente el superdxido (96).

Sin embargo, se debe evitar alteraciones bioenergéticas cuando se usa MitoSOX para la
cuantificacion de ROS es absolutamente critico no solo porque los cambios en el potencial
de membrana influyen en la distribucion del colorante, sino también porque la inhibicién

respiratoria y el desacoplamiento de ambos pueden afectar la tasa de generacién de ROS (96).

5.11.5 Medicion del poro de transicion mitocondrial

El ensayo de Swelling o de hinchazén es un método que se utiliza para medir la apertura
del poro de transicion mitocondrial (mPTP), la técnica consiste en utilizar mitocondrias
aisladas en una suspension, a las que se les adiciona un inductor, generalmente Ca?*, ya sea
libre 0 como CaCly; la adicion de calcio induce la apertura de mPTP, produciendo
inflamacion mitocondrial que modifica su volumen, el cambio en el volumen genera un
aumento de turbidez y a su vez, una disminucion de la dispersion de luz, que es medida a una
absorbancia entre 520 a 540 nm (97-99).

5.11.6 Otras técnicas para evaluar funcién mitocondrial

La teécnica mas sensible y confiable para medir ATP en células vivas aisladas y en
animales enteros se basa en la reaccion bioluminiscente luciferin-luciferasa. La Luciferasa,
una enzima que genera luz quimicamente como subproducto de la oxidacion del sustrato de
moléculas pequefias d-luciferina. La reaccion catalizada por luciferasa en presencia de iones

de magnesio implica la conversion de d-luciferin en oxyluciferina, produciendo un destello
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de luz amarillo-verde proporcional a la cantidad de ATP presente, con una emision maxima

a 560 nm (100).
El ensayo de luciferin-luciferasa in vitro es un método relativamente simple que

comprende la transfeccion celular y expresion de una sonda de luciferasa dirigida a un

organulo dado y la deteccion de la luz amarillo-verde por un lumindémetro (100). Cabe sefialar

que la sefial registrada por un lumindémetro es proporcional pero no igual al nimero de
fotones emitidos por la muestra. La sefial se presenta en unidades de luminiscencia relativa

(RLU), su valor absoluto esta determinado por los pardmetros del instrumento en particular
y puede diferir incluso para luminémetros del mismo modelo. La intensidad de la luz
registrada en RLU es proporcional a la concentracién de ATP en el rango lineal de ATP de

10 fM a 1 pM (101).
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Figura 7. Representacion de las técnicas que miden la funcion mitocondrial. La figura
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6. CONCLUSION

La evidencia cientifica actual apunta a que las mitocondrias son importantes reguladoras
de la activacién plaquetaria, estas regulan varios aspectos dentro de la célula plaquetaria,
como por ejemplo la vida atil de la plagueta, la potenciacion de la activacion por mtROS,
también se ha determinado que, frente a un déficit de proteinas reguladoras, tanto de

mitofagia como de mPTP, se generan desregulaciones en la actividad plaquetaria.

Aunque aun faltan estudios que demuestren méas a fondo el papel de las mitocondrias y
que logren esclarecer los mecanismos de accion que actlan en la regulacion de la actividad
de la célula plaquetaria, la evidencia demuestra que muchas de estas vias de regulacion

mitocondrial son parte importante de los procesos de activacion y agregacién plaquetaria.

Al comprender de forma mas profunda el rol de la mitocondria como mecanismo
regulador de la activacion plaquetaria, se puede tener una nocion mas clara de cémo nuevos
compuestos farmacoldgicos que tienen como diana las mitocondrias plagquetarias contribuir

como tratamiento antitrombético.
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