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1. RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo. Es por
ello que los estudios enfocados en medidas utiles para disminuir su incidencia, han adquirido

gran relevancia.

Las plaquetas son parte de los elementos formes de la sangre y juegan un rol fundamental
en el proceso de coagulacion. En condiciones de normalidad, cuando uno de los vasos del
cuerpo humano sufre una injuria, éste comienza a sangrar y son ellas las encargadas de

“agruparse” para tapar la lesion, detener el sangrado y evitar la hemorragia.

Los procesos involucrados en la hemostasia ocurren en base a una cadena de eventos
favorables que permiten prevenir la pérdida de sangre, los cuales van desde la constriccidn
del vaso hasta la formacion del tapon plaquetario. Sin embargo, teniendo en consideracion los
eventos fisioldgicos y fisiopatoldgicos del organismo; esto no esta exento de anomalias. Es
por esto que ha sido crucial a lo largo del tiempo, estudiar la estructura de la plaqueta, su
membrana, y sus diversos estados, haciendo referencia a la activacion e inhibicion

plaquetaria, el proceso de agregacion y las plaquetas procoagulantes.

Las hidroquinonas son elementos que se pueden describir de diversas formas, debido a las
diferentes vias en las que se pueden obtener y también, a las multiples funciones que pueden
cumplir. Como compuesto bioactivo tienen caracteristicas antioxidantes, previenen la

polimerizacion de monomeros susceptibles a radicales libres y de capacidad antiinflamatoria.

El estudio de los derivados de hidroquinonas se ha puesto a la vanguardia para favorecer
los tratamientos ante enfermedades cardiovasculares, debido a los beneficios que estos
pueden traer, sobre el enfoque especifico de las plaquetas procoagulantes como células diana.
Por lo que es importante revisar las caracteristicas de éstos, y relacionar las utilidades que
conllevarian, una mejora en el futuro sobre la farmacologia implicada en los eventos

cardiovasculares.

Palabras claves: Plaqueta procoagulante, hidroquinonas y derivados, enfermedades

cardiovasculares, mitocondrias, especies reactivas de oxigeno.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), son una agrupacion de enfermedades
asociadas a desérdenes del corazon y de los vasos sanguineos. Configurandose hasta la fecha,
como la principal causa de muerte en el mundo. Uno de los problemas que se encuentra
directamente relacionado a los vasos sanguineos, es la generacién de eventos trombdticos. Se
entiende como evento trombético a la formacion de coagulos, los cuales, tienen la posibilidad
de mantenerse en el lugar de formacion o bien desplazarse a otro sitio (embolia), pudiendo
generar (en ambas instancias) la obstruccion o alteraciones en el flujo sanguineo (venoso o
arterial), dando paso a la produccién de infartos e isquemia. Lo anterior, puede conducir a
serias secuelas e incluso se puede traducir en la muerte del individuo. Las ECV cuentan con
clasificaciones, en donde podemos encontrar la Hipertension arterial (presion alta),
Cardiopatia coronaria (infarto al miocardio), Enfermedad cerebrovascular (apoplejia),
Enfermedad vascular periférica, Insuficiencia cardiaca, Cardiopatia reumatica, Cardiopatia
congeénita y Miocardiopatias.

En el proceso de formacion de un trombo, se encuentran involucrados dos elementos
altamente preponderantes en el proceso de hemostasia: las plaquetas (relacionadas con el
proceso de hemostasia primaria) y los factores de la coagulacién (implicados en la
hemostasia secundaria). En las situaciones en que se produzca algun tipo de dafio vascular,
las plaguetas que se encuentren circulando; iniciaran interacciones entre proteinas adhesivas
localizadas en la pared subendotelial y receptores (ubicados en la membrana plaquetaria),

siendo esta etapa conocida como adhesion.

Posteriormente sucede una etapa de activacion plaquetaria que se caracteriza por un
cambio estructural y de formacion, donde también ocurren procesos bioquimicos que
conllevan a la etapa de agregacion de las plaquetas. Una vez finalizado este proceso de
formacion del trombo, las plaquetas que se encuentran en estado activo, desarrollan una
actividad procoagulante, lo cual va a favorecer la participacién de los factores de la

coagulacién para la formacion de fibrina y consolidacién de dicho trombo.



Si bien la farmacologia actual, cuenta con una amplia gama de farmacos antitrombaticos y
que generalmente brindan buenos resultados, estos no se encuentran exentos de la produccion
de eventos adversos en los pacientes. En base a la importante incidencia y prevalencia que
han presentado las ECV en los ultimos afios a nivel mundial, se hace necesaria la
investigacion con el fin de encaminarse a nuevas formas de tratamiento, mediante la
elaboracion de nuevos agentes o farmacos (que idealmente presenten una mejor efectividad y

que presenten un menor nimero de efectos adversos).

En los dltimos afos, se ha postulado la idea de que las plaquetas podrian ser utilizadas
como biomarcadores de un gran nimero de patologias sistémicas, no relacionadas con la
hemostasia, tales como: diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, enfermedades

neurodegenerativas, entre otras que cursan con disfuncién mitocondrial.

En la actualidad, ha sido investigada la actividad bioldgica presentada por compuestos
bioactivos de origen natural y sintético como lo son las quinonas junto a sus derivados.
Dentro de la actividad que ha sido descrita para este tipo de compuestos, se encuentran la
actividad antiproliferativa, antimicrobiana y anticancerigena. Es asi, como también se han
realizado estudios con compuestos derivados con base en las quinonas (hidroquinonas) en los
cuales se ha encontrado actividad antiplaquetaria, lo que da pie a la generacion de una

interesante linea investigativa.

Las hidroquinonas son metabolitos de biogénesis mixta, que tienen origen en las
ciclaciones y/o reordenamientos intra o intermoleculares, las cuales pueden ser obtenidas por

un proceso de reduccion de las quinonas.

Hoy en dia, estos compuestos estan destinados a la fabricacion de colorantes y
formulaciones cosmeéticas, pero, también han sido relacionados a citotoxicidad. Estudios
recientes sugieren que las hidroquinonas pueden tener efecto antiplaquetario, a través de la
inhibicidon de la produccion de tromboxano. Con base en lo anterior, la finalidad de esta
revision, es discutir sobre la actividad procoagulante de las plaquetas y su regulacion

mediante las hidroguinonas.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Examinar los efectos de la regulacion de hidroquinonas sobre la actividad procoagulante de

las plaquetas.

3.2 Objetivos especificos
1.- Describir el origen fisiopatologico de las plaquetas procoagulantes.

2.- Identificar los procesos relacionados en la interaccion entre las plaquetas procoagulantes y
compuestos de hidrogquinonas.



4. METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Se realiz6 una revision bibliogréafica entre los afios 2010 y 2022 (dando prioridad a los
articulos mas recientes), con el fin de identificar y recopilar informacion relevante para dar
respuesta a la tematica dictaminada. Para la busqueda realizada se consultaron diversas bases
de datos internacionales como Scielo, Elsevier, Pubmed, Web of science y Scopus. También,

se empled el motor de busqueda Google académico.

Los términos empleados en el proceso de busqueda, se utilizaron en espafiol con su
respectiva  traduccion al  inglés 'y  fueron  los  siguientes:  Plaquetas
procoagulantes/Procoagulant platelets, Efecto plaquetario de Hidroquinonas/Platelet effects
of Hydroquinone, Enfermedades cardiovasculares/Cardiovascular diseases, Disfuncion
mitocondrial/Mitochondrial dysfunction y Actividad antioxidante de

hidroquinonas/Antioxidant activity of hydroquinones.

En cuanto a los criterios de inclusién y exclusion de los documentos, destaca el uso de
publicaciones actualizadas en idioma espafiol e inglés, con la finalidad de recopilar la mayor
informacion posible. Preferentemente, que hayan sido citadas en otros estudios previos,
relacionados con actividad procoagulante o el uso de hidroquinonas. Las fuentes que se
analizaron se encasillan como revisiones bibliogréaficas, publicaciones en revistas cientificas

y articulos electrénicos, alcanzando un nimero de 120 articulos aproximadamente.



5. MARCO TEORICO

5.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud puablica, lo que se
fundamenta en su alta prevalencia. De hecho, se posicionan como la principal causa de
defuncion en el mundo, y segln estimaciones cobran 17,9 millones de vidas cada afio (1,2).
Son consideradas un grupo heterogéneo de trastornos que afectan tanto al sistema circulatorio
como al corazén (3). Dentro de este, se incluyen cardiopatias coronarias, enfermedades
cerebrovasculares y cardiopatias reumaticas. Mas de cuatro de cada cinco defunciones por
ECV, se deben a cardiopatias coronarias y accidentes cerebrovasculares, y una tercera parte

de esas defunciones ocurren prematuramente en personas menores de 70 afios (2).

A nivel pais, las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte.
Representando 27,1% del total de defunciones en el afio 2016, con una tasa de mortalidad por
accidente cerebrovascular e infarto de miocardio de 46,4 y 44,8 por 100.000 habitantes,
respectivamente. Por otro lado, méas del 70% de los casos de ECV se atribuyen a factores de
riesgo modificables. Dentro de los factores de riesgo mas destacados se encuentran el
tabaquismo, consumo de alcohol, calidad de la dieta, actividad fisica, excrecion urinaria de
sodio, hipertension, diabetes, colesterol no HDL, obesidad abdominal, nivel educacional,
depresion y contaminacién del aire doméstico (uso de queroseno o combustible sélido para

cocinar o calefaccionar) (4).

Para abordar el concepto de ECV, es importante tener presente que existen diferencias
entre el término arteriosclerosis y aterosclerosis, donde el primero hace referencia al
engrosamiento y endurecimiento de las arterias independientemente de su tamafio, mientras
que la aterosclerosis, se refiere al proceso que afecta de manera exclusiva a las arterias de
mediano y gran calibre (5). Si bien el término ECV, engloba a todos los padecimientos que

afectan al corazon y a los vasos sanguineos de manera independiente a su causa, este se



emplea para referirse a las enfermedades del aparato cardiovascular que son consecuencia de
aterosclerosis y que comparten caracteristicas similares respecto a su origen, fisiopatologia,
pronostico y tratamiento. Por lo que en la actualidad se prefiere el concepto de enfermedad
cardiovascular aterosclerdtica (3). Las ECV se clasifican segun las caracteristicas clinicas al
momento de su manifestacion en: Cardiopatia isquémica o cardiopatia coronaria, Enfermedad

cerebrovascular, Enfermedad arterial periférica y Aterosclerosis adrtica.

La enfermedad cardiovascular aterosclerotica, tiene una frecuencia de aproximadamente
50% en personas de 30 afios sin enfermedad conocida (3) y su incidencia va en aumento,
especialmente en los paises industrializados, lo que se relaciona directamente con el

envejecimiento y el aumento de la poblacion general (6).

En relacion con la fisiopatologia, la aterosclerosis es un proceso inflamatorio y cronico
que se inicia desde la infancia y se desarrolla a lo largo de los afios, siendo asintomatica la
mayor parte del tiempo. Se distingue por la retencion, oxidacion y modificacion de lipidos en
forma de estrias de grasas en las paredes de las arterias, las cuales van a evolucionar a placas
fibrosas que producen el engrosamiento de la pared de la arteria afectada, disminuyendo su
didmetro de manera cronica. Se debe prestar mucha atencion ante la posibilidad de ruptura de
estas placas, debido a que si se rompen pueden dar paso a trombosis y oclusion aguda (parcial
o total) de la arteria afectada (7).

En el caso de que las concentraciones séricas de colesterol LDL, se encuentren elevadas
de manera considerable y permanente en el tiempo. Dicho colesterol, va a penetrar las
paredes de las arterias, depositdndose y acumulandose entre las células, se va a producir la
liberacion de radicales libres de oxigeno, generando la oxidacion del LDL y liberando
particulas proinflamatorias (1). Segun Sarre et al. (2018), el engrosamiento natural de las
arterias por el estrés hemodinamico, favorece que estos cambios se inicien en los sitios de
ramificacion; las células endoteliales comienzan a liberar moléculas de adhesion y las células
de musculo liso quimiocinas, atrayendo monocitos, linfocitos, mastocitos y neutréfilos al

interior de la pared arterial. Ademas, se secretan proteoglicanos, colagenos y fibras elasticas
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hacia la matriz extracelular, lo monocitos que se localizan en el tejido vascular se convierten
a macrdfagos, fagocitan a los lipidos y se van a convertir en células espumosas que se
acumularan en la pared arterial. Todo lo anterior, conduce a una cascada inflamatoria que se
traduce en la generacion del fibroadenoma temprano que se desarrolla entre los primeros 10 y
30 afos (3).

El hecho de que los macrdfagos proliferen, sera la base de la progresion de la lesion (8) y
también amplifica la respuesta inflamatoria, estimulando otras células del endotelio y células
inflamatorias propiamente tal, lo que va a favorecer la liberacion de proteoglicanos y la
muerte celular. En consecuencia, a lo anterior, se dard paso a una formacién de colecciones
de lipidos que poseen un centro necrotico y tejido fibrético en la periferia, pero debajo del
endotelio, con lo que se va a afianzar la lesion. Dicha lesion, cominmente se denomina placa

fibrosa y tiene la caracteristica de continuar toda la vida (7).

Hoy en dia, el endotelio vascular es considerado como un 6rgano y se tiene conocimiento
respecto a su capacidad de responder a agresiones externas, mediante la liberacion de
sustancias vasodilatadoras, antitrombéticas y fibrinoliticas (3). Este conjunto de elementos,
va a permitir un funcionamiento 6ptimo del sistema cardiovascular; sin embargo, en los casos
en que el endotelio es dafiado estas funciones se ven perjudicadas y como consecuencia se va
a producir un efecto contrario, dando paso a la liberacion de factores protromboticos, lo que
va a beneficiar la agregacién plaquetaria, oxidacion de LDL y atraccion de monocitos. Lo que

se traduce finalmente en la aparicion de placas aterosclerdticas (9).

Es importante destacar, que la interaccion de los mecanismos inmunologicos con factores
metabdlicos, fomenta la propagacion y aparicion de las lesiones ateroscleroticas (10). Aln no
es del todo claro qué es lo que inicia el proceso de aterosclerosis, pero se han logrado
identificar diversas situaciones que generan dafio y disfuncion a nivel de endotelio, como
hipercolesterolemia, hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus y tabaquismo (3), por lo

que junto con la predisposicion genética estos Gltimos, han sido establecidos como factores
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de riesgo de aterosclerosis o actualmente designados como factores de riesgo cardiovascular

tradicionales.

5.2 Hemostasia

La hemostasia es un proceso complejo que permite prevenir de forma continua, la pérdida
espontanea de sangre y detener la hemorragia causada por dafios al sistema vascular; implica
hemostasia primaria, secundaria (coagulacion) y la fibrindlisis (11).

La hemostasia primaria, incluye la fase de vasoconstriccion y la fase endotelial -
trombocitaria. La fase de vasoconstriccion se inicia cuando se produce una herida o incision
en la piel, teniendo una minima pérdida de sangre aumentando progresivamente, obedeciendo
al proceso de vasoconstriccion local rapida (11). La fase endotelial — trombocitaria, tiene
como resultado la formacion de un tapon inestable de plaquetas. En esta etapa, ademas, tiene
lugar una constriccion de los vasos por estimulo quimico, provocada por sustancias
vasoconstrictoras liberadas desde los granulos plaquetarios, como la serotonina, o sintetizadas

por las plaquetas activadas como el tromboxano A2. (11).

Las plaquetas son participantes esenciales en el proceso de hemostasia primaria. Estas
células circulan normalmente como elementos de forma discoide, y en respuesta a un dafio
vascular sufren cambios de forma, emiten seuddpodos, secretan el contenido de sus granulos
y remodelan su membrana (12). La principal funcién de estas es evitar, la pérdida de sangre
por adhesion a la pared del vaso dafiado e interaccion con otras plaguetas, formando la base
del tapon hemostatico. Este proceso, involucra fendmenos de adhesion, secrecion y
agregacion plaquetaria, estrechamente relacionados entre si. Ademas, para cerrar el ciclo, es
necesaria la activacion del sistema de la coagulacion, que da lugar a la generacion de
trombina y a la transformacion de fibrinégeno a fibrina, que estabiliza el tap6n hemostéatico
(13).
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Cuando se produce una brecha vascular, una vasoconstriccion refleja de los vasos permite
reducir el flujo sanguineo y limitar la pérdida de sangre. Paralelamente, las plaguetas entran
en contacto con el subendotelio (fase de adhesién), en el que se adhieren a través de la
interaccion entre una glucoproteina de su membrana, la GPIb, y una proteina polimérica de
tamafio muy grande, el factor Von Willebrand, muy abundante en el subendotelio y que se
asocia al colageno (Fig. 1). Este ultimo también permite que las plaquetas se adhieran a nivel

de una lesién vascular fijdndose a otras glicoproteinas plaquetarias (GPla/lla) (14).

Las plaguetas se activan rapidamente y liberan en el medio extracelular el contenido de
sus granulos (que son en su mayoria de dos tipos, granulos o Yy densos). Ademas, las
glicoproteinas GPIIb/llla presentes en gran nimero en su superficie, cambian de
conformacién, permitiendo la fijacién del fibrindgeno, una proteina abundante en el plasma,
y la agregacion, de este modo, de las plaquetas entre si (15). Esta interaccion plagueta-
plaqueta, que también estd favorecida por el factor Von Willebrand en algunos casos,
conduce a la formacién de un tapon hemostatico (o trombo) plaquetario que inicialmente es
inestable, pero que se consolidard mediante la red de fibrina formada durante la coagulacion

plasmatica (16).

FVW
Fibrinogeno
. FactorV

Fibrindgeno

ADP . ;
Calcio [ GP IIb/1lIa
Serotonina ?
Colageno expuesto
Célula endotelial vascular FVW

Membrana bazal

Figura 1: Fisiologia de la hemostasia primaria. La hemostasia primaria se desarrolla en
cuatro fases. Adhesion de las plaguetas en el subendotelio vascular expuesto en el punto de la
lesién, activacion de las plaquetas con cambio en la conformacion de GPIIb/Illa, secrecidn
del contenido de los granulos que permite amplificar la hemostasia y agregacion de las
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plaquetas con formacién de puentes entre GPIIb/Illa y el fibrinbgeno. Elaboracion propia
Murga Ayala, B. (2022).

5.2.1 Anomalias de la coagulacion sobre las plaquetas

Las anormalidades de los factores de coagulacion plasmaticos pueden generar defectos en
la funcion plaquetaria, a pesar de la presencia de cantidades normales de plaquetas que

funcionan adecuadamente (17).

La anormalidad mas comun en esta categoria es la enfermedad de von Willebrand (EVW)
(18). La ausencia de plasma y fibrindgeno plaquetario provoca un defecto en la funcion
plaquetaria, puesto que el fibrindgeno es importante en la interaccion plagqueta-plaqueta
dentro del tapon hemostatico primario (18). La afibrinogenemia es un defecto autosémico
recesivo poco comun. Tanto la EVW como la afibrinogenemia dan lugar a defectos de
adhesién en la funcion plaguetaria: la EVW en la interaccion plagueta-vaso, y la

afibrinogenemia en la interaccion plaqueta-plaqueta (19).

Dentro de las anomalias de la coagulacion, la ETEV (enfermedad tromboembolica
venosa) puede verse favorecida por anomalias adquiridas o constitucionales de la hemostasia.
Entre estas Gltimas, cinco son actualmente objeto de blusqueda en algunos casos (20). Se trata
de los déficits de inhibidores, AT, PC y PS, por una parte, y de polimorfismos genéticos que
afectan el gen del FV, denominado FV Leiden, o el gen del FIl (G20210A), por otra. La
mutacion FV Leiden suprime un punto de escision del FV por la PC activada, siendo asi
resistente a la accion anticoagulante de este inhibidor (21). La mutacion FII G201210A se
asocia a concentraciones circulantes méas elevadas de protrombina, con hipercoagulabilidad
relativa en los pacientes portadores. Estos dos polimorfismos son frecuentes en estado
heterocigotico: se hallan en el 5% y el 2% de los individuos caucasicos, respectivamente.
Ademas de estas anomalias constitucionales de la hemostasia, otras que son adquiridas

también pueden aumentar el riesgo trombotico arterial y venoso. Las mas frecuentes son los
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anticuerpos antifosfolipidos del tipo “lupus anticoagulante’’, que es esencial buscar en

algunos casos de trombosis inexplicable en adultos (14).

Las plaquetas son el elemento clave cuando hablamos de hemostasia primaria, por lo que,
el estudio de estas ha sido clave para determinar y estudiar los sucesos asociados a eventos
adversos (18). Los defectos de la funcion plaguetaria abarcan un grupo grande y heterogéneo
de trastornos hemorrédgicos cuyas manifestaciones pueden ser de leves a graves. Los
pacientes pueden no presentar sintomas; no obstante, la mayoria de los pacientes
diagnosticados presentan moretones con facilidad y hemorragias mucocutaneas o
hemorragias excesivas posteriores a lesiones o cirugias (18). A medida que se dilucida mejor
las complejas vias bioquimicas internas y de transduccion de sefiales, y conforme avancen los
analisis estructurales de plaquetas, se comprenderan mas mecanismos que provocan defectos

de la funcion plaquetaria (22).

5.3 Plaquetas

Las plaquetas (trombocitos) son elementos celulares anucleados de 1.5-3 um de didmetro.
En reposo presentan una forma discoide y se originan por fragmentacién del citoplasma de
los megacariocitos, que se acumulan en el lugar donde el endotelio est4 disfuncional o se
encuentra dafado al interior de la pared arterial, lo anterior va a inducir a la formacion del
trombo (23).

El intervalo fisiologico de las plaquetas fluctGa entre 150-400 x 10%L. Un adulto sano
produce cada dia una media de alrededor de 1 x 10! plaquetas. La vida media de éstas es de
7 a 10 dias (23).
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En condiciones de normalidad, las plaquetas circulan en forma inactiva y expresan en su
superficie un namero relativamente pequefio de muchas moléculas que, en estado activo, van

a facilitar su interaccion con otras plaquetas y otras células de su entorno. (23).

Dentro de los elementos que componen las plagquetas, se encuentra la membrana
plasmatica, los granulos (cuentan con granulos densos, granulos o y lisosomas), citoesqueleto
y el sistema de membrana interno (que incluye al sistema canalicular abierto y el sistema
tubular denso). Existen también otras estructuras relevantes tales como, granulos de

glicogeno, mitocondrias, y ocasionalmente inclusiones de lipidos (24).

Como se menciond previamente, las plaquetas cuentan con diferentes tipos de granulos.
Posterior al proceso de activacion, desde dichos granulos ocurrira la liberacion de diferentes
factores almacenados en ellos y que, a su vez, estimulan mas la actividad de la propia
plaqueta. Estos factores tienen también efectos bioldgicos sobre otras células del entorno

plaquetario (23).

Los granulos densos (también llamados granulos J), se caracterizan por ser altamente
densos en electrones, segregan ADP, ATP, polifosfatos, cationes Ca?* y Mg?*, serotonina e
histamina, amplificando asi la agregacion plaquetaria y la coagulacién dependiente de las
plaquetas. Por otro lado, las plaquetas activadas van a liberar distintas acido glicohidrolasas,
catepsinas y heparinasas desde los lisosomas, que contribuyen a la degradacién de la matriz
extracelular y a la migracion celular. Finalmente, los granulos a plaquetarios son los mas
abundantes y estan repletos de proteinas y péptidos multifuncionales, sintetizados en los
megacariocitos o endocitados desde el plasma. Ademas de las proteinas de adhesion como el
fibrindgeno y el factor von Willebrand, los granulos a contienen factores con funciones de

apoyo o inhibicién de la coagulacién, la fibrindlisis y la angiogénesis. (25).

Las plaquetas se encuentran involucradas en diversos procesos dentro del entorno en el

cual se desenvuelven, estos procesos son mediados por glicoproteinas (GP) de membrana.
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Las glicoproteinas GPla/lla, GPIV y GPVI, participan en la adhesion plaquetaria al colageno
de la matriz subendotelial. EI complejo GPIb-1X-V actia como receptor del Factor von
Willebrand (FVW), la cual seria una interaccion esencial en el fendmeno de adhesion de las
plaquetas a la pared de vasos dafiados, también juega un papel importante en la activacién de
plaquetas por la trombina. EI complejo GPIIb/Illa es receptor para el fibrinbgeno, FVW,
fibronectina y vitronectina. Cuando las plaquetas se encuentran activadas, el complejo
GPIIb/Illa sufre un cambio conformacional que permite la exposicion de un dominio que
reconoce la secuencia RGD presente en fibrindgeno, lo que permite la agregacion plaquetaria
(26).

5.3.1 Membrana plaquetaria

La membrana plasmética de las plaquetas es considerada de importancia critica en la
fisiologia de la hemostasia. Posee una serie de receptores funcionales especificos y ademas
durante la agregacion y transformacién plaquetaria, provee de una superficie esencial para la
aceleracion de la coagulacion sanguinea (fosfolipidos de membrana) (27). Esta media en las
interacciones con el medio externo y contiene las estructuras que permiten la transmision de
sefiales bioquimicas (activantes o inhibidoras) al interior de la célula. Durante el proceso de
secrecion, se produce la fusion de las membranas de los granulos intraplaquetarios con la
membrana plasmatica a traves del sistema canalicular abierto, lo que permite la exposicion de
antigenos internos en la superficie de la plaqueta (27). Por ejemplo, la P-selectina de los
granulos alfa o la GP53 de la membrana de los lisosomas, haciendo que la membrana de la
plaqueta dependa del grado de activacion de la célula. Este aspecto se pone también de
manifiesto en lo que se refiere a la composicion de los fosfolipidos. En las plaquetas, al igual
que las membranas plasmaticas de otras células, la membrana plaquetaria esta formada por
una doble capa fosfolipidica con una distribucion asimétrica que se transforma por la

activacion celular (26).

La plagueta en reposo se divide en tres zonas: (a) zona periférica: responsable de la

adhesion y la agregacion, consta de una capa de glicocalix esponjosa, una membrana
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plaquetaria y un citoesqueleto; puede contener factores de coagulacién I, V, VIII, Xl 'y XII
absorbidos, receptores para el difosfato de adenosina (ADP), trombina, factor de von
Willebrand (VWF), col&geno, fibrindgeno, fibrina, fibronectina, epinefrina, factor de
activacion plaquetaria, trombospondina (TSP), tromboxano A2 (TXAZ2), prostaciclina,
epinefrina, serotonina y glucosiltransferasa (28); (b) zona sol-gel: responsable de la
contraccion y soporte del sistema de microtibulos; contiene el sistema de conexion llamado
sistema canalicular abierto y el sistema tubular denso; y (c) zona de organelos: contiene el
sistema tubular denso, el ADP no metabdlico, la serotonina, las catecolaminas, el calcio, los
a-granulos, el factor plaguetario 4 (PF4), los factores mitdégenos (como el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas [PDGF]), fibrinogeno, B-tromboglobulina, granulos

lisosomales, mitocondrias y granulos de glucogeno (29).

Existen tres poblaciones especificas de granulos (granulos densos, lisosomas y a-granulos)
que almacenan diferentes tipos de componentes, algunos de los cuales se encuentran en altas
concentraciones. Cada poblacién de granulos tiene propiedades especificas tanto en lo que
respecta a la estructura como a la funcion que desempefian los constituyentes liberados (29).
Los granulos densos contienen pequefias moléculas no proteicas que se secretan tras la
activacion de las plaquetas. Los granulos o son los mds abundantes, y comprenden
aproximadamente el 10% del volumen de las plaquetas, 10 veces mas que los granulos
densos. Contienen grandes proteinas adhesivas y cicatrizantes, como factores hemostaticos
(por ejemplo, factor V, FVW, fibrindgeno), factores angiogénicos (por ejemplo, angiogenina,
factor de crecimiento endotelial vascular [VEGF]), factores antiangiogénicos (por ejemplo,
angiostatina, PF4), factores de crecimiento (p. ej., factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), factor de crecimiento bésico para fibroblastos (b0FGF), factor derivado del
estroma (SDFla)), proteasas (p. €j., MMP2, MMP9), factores necroticos (p. ej., TNFa,
TNFp) y otras citoquinas. Entre las proteinas especificas de las plaquetas hay varios péptidos

que modulan el crecimiento celular. De ellos, el PDGF es uno de los mas estudiados (30).
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5.4 Mecanismos de activacion plaquetaria

El proceso de activacion plaquetaria se basa en mecanismos de sefializacion los cuales son
utilizados por receptores para inducir dicha cadena. Dentro de estos mecanismos se encuentra
P2Y1, acoplado a Gag, la interaccion de este receptor plaquetario esta asociado con el cambio
de forma, la elevacion del calcio intracelular mediada por la fosfolipasa Cp y la activacion de
la integrina allbp y la iniciacion de la agregacion (26). Al igual que P2Y12 que estd acoplado
a la inhibicion de adenilato ciclasa a través de una proteina Gai 2, y €S necesario para la

formacion y estabilizacion de agregados plaquetarios grandes (26).

El receptor P2Y1 se encontrd, por estudios de inmunolocalizacion, en la membrana
plasmatica de las plaguetas, pero una mayor proporcion de los receptores se encontré en el
“pool” de membranas internas (membranas de granulos a y del sistema canalicular abierto)

junto al receptor Tromboxano prostanoide (TP) (26).

La activacion de las plaquetas sigue a la adhesion y puede iniciarse por varios estimulos
mecanicos y quimicos. La adhesién de las plaquetas al coldgeno y a otros componentes de la
matriz subendotelial (colageno, FYW) se encuentran entre los estimuladores mas fuertes de la
activacion plaquetaria. La activacion de las plaquetas esta asociada a la estimulacion de
varias vias metabdlicas, a cambios en la forma de las plaquetas y a la secrecion (31). La
unién del colageno a la GPVI, una proteina transmembrana de tipo | perteneciente a la
superfamilia de las Ig, desempefia un papel central en la activacién de las plaquetas a través
de multiples vias intracitoplasmicas (es decir, elevacion del Ca2+ intracelular, metabolismo
de los fosfoinositidos, fosforilacion de las proteinas citoplasmicas y nucleares). Esto da lugar
a la conversion de la forma de las plaquetas de discoide a esférica y a la degranulacion (32).
Durante el cambio de forma de las plaguetas, las células discoides sufren modificaciones del
citoesqueleto, incluyendo el desmontaje de un anillo de microtubulos que da lugar a una
forma esférica intermedia. A esto le sigue la polimerizacion de la actina y la extension mas

lenta de los filopodios (31).
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La activacién plaquetaria describe todos los procesos que las plaquetas para proporcionar
los cofactores necesarios para el sistema de coagulacién. Los cuatro procesos principales
asociados a la activacion de las plaquetas son el flujo de calcio intracelular, la translocacion
negativa de fosfolipidos, la liberacion de a-granulos y el cambio de forma. Cada uno de estos
procesos desempefia un papel esencial en la coagulacion. Sin embargo, es importante
recordar que, tras la activacion, estos procesos suceden en gran medida en paralelo y pueden

retroalimentar positivamente los procesos de activacion en su conjunto (33).

Como la mayoria de las células, la concentracion de calcio citosélico de las plaquetas en
reposo se mantiene a niveles muy bajos a través de las bombas de calcio. En la plaqueta, el
calcio se almacena principalmente en los granulos densos (también conocidos como cuerpos
densos y granulos delta 3), que son vesiculas membranosas que han demostrado contener
bombas de adenosina trifosfatasa de calcio del reticulo sarco endopldsmico (SERCA)
isoformas 3 y 2b (34). Estas bombas SERCA utilizan la energia derivada de la division del
ATP en ADP para mover el calcio en contra de su gradiente de concentracién (por ejemplo,
desde el citosol hacia los granulos densos). A través de la funcién de estas bombas SERCA
en la membrana del granulo denso, la concentracion de calcio citosolico de las plaguetas se
mantiene en el rango de 100 nmol/L, mientras que la concentracion de calcio dentro del
granulo denso es del orden de 100 mmol/L por grénulo (ndtese que sélo un pequefio
porcentaje de esto es realmente secretado fuera de la plagueta durante la coagulacion, del
orden de Vol 10-100 umol/L) (35).

Trabajos recientes, también han ilustrado la importancia de las mitocondrias en el
mantenimiento de las concentraciones de calcio citosélico. Las mitocondrias de las plaquetas
contienen un intercambiador sodio-calcio (NCLX, mueve el calcio hacia el citosol) y un
uniportador de calcio (MCU, mueve el calcio hacia la mitocondria), que parecen desemperiar
un papel en la dinamica funcional de las plaquetas (36, 37).
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En condiciones de reposo, la fosfatidilserina se mantiene distribuida asimétricamente en la
lamina interna principalmente a través de las acciones de la flipasa, que es un translocador de
fosfolipidos dependiente del ATP de la membrana integral (38). La flipasa esta
permanentemente activa mientras el ATP estd presente. Una segunda proteina integral de
membrana, la escramblasa, es responsable de equilibrar los fosfolipidos a través de la
membrana celular (por carga). En las plaquetas, la escramblasa suele intercambiar
fosfatidilserina del prospecto interno (al prospecto externo) con fosfatidilcolina del prospecto
externo (al prospecto interno) (nétese que este intercambio se representa en la Fig. 2). Es
importante destacar, que la escramblasa se activa cuando la concentracion de calcio citosolico
aumenta por encima de los niveles basales (al activarse) (38). Paralelamente, el aumento del
calcio citosolico inactiva la flipasa, asegurando que la fosfatidilserina intercambiada
permanezca en el foliolo externo (38).

Plagueta

Flip de membrana

.

Expresidn/activacion

Baja concentracién de , proteina de membrana
H -~ ¥

calcio Granulo

denso

Granulos
alfa

Factores
procoagulantes y
proinflamatorios

de calcio

Polimerizacion de actina, cambio de
forma

Granulo alfa
liberacidon/secrecion

Figura 2: Representacion de una plaqueta y de dos de las principales estructuras de los
granulos. Los granulos densos secuestran el calcio mediante la accion de una bomba
SERCA, que bombea el calcio del citosol (baja concentracion) al granulo denso (alta
concentracion). Tras la activacion, el calcio se libera de los granulos densos al citosol. El
aumento del calcio intracelular provoca muchas respuestas celulares relacionadas con las
funciones de las plaquetas. En esta figura, se destaca la polimerizacién de la actina (que se
relaciona con el cambio de forma de las plaquetas), el giro de la membrana (que se relaciona
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con el apoyo a las reacciones de coagulacion), la expresion/activacion de proteinas (que se
relaciona con la adhesion, la agregacion y la inflamacion), y la liberacion de granulos alfa
(que se relaciona con los mecanismos de retroalimentacion positiva de las plaquetas, la
activacion plaquetaria y las funciones de secrecion). Esta figura pretende ser una vision
general de los detalles especificos de estos procesos. Fuente: Elaboracién propia Murga
Ayala, B. (2022).

Otra faceta importante de las actividades de las plaquetas estd relacionada con la
liberaciéon de a-granulos. Los a-granulos plaquetarios son vesiculas intracelulares que
contienen muchos compuestos, entre ellos agonistas plaguetarios, que suelen utilizarse como
mecanismos de retroalimentacion positiva, factores de coagulacion, proteinas adhesivas,
proteinas mitdgenas y proteinas de adhesion unidas a la membrana. Los granulos o también
contienen dos proteinas especificas de las plaquetas: el factor plaquetario 4 y la -
tromboglobulina, que pueden unirse a la heparina y neutralizar asi sus propiedades

anticoagulantes (39).

Paralelamente a las sefiales de activacion anteriores, las plaquetas pueden sufrir un
importante cambio de forma, que ayuda a la activacion, la agregacion y las respuestas de
adhesion. La forma elipsoide normal de las plaquetas es reemplazada por una forma irregular
caracterizada por muchos filopodios largos y delgados, que se extienden por micras desde el
centro de la plaqueta (40). Este cambio de forma se consigue mediante la rapida
polimerizacion de la actina en largas fibrillas; en comparacion, la red del citoesqueleto de
actina en las proteinas en reposo estd compuesta por muchos filamentos de actina mas

pequefios asociados en una estructura de red suelta y fragil (41).

5.4.1 Receptor de Trombina

Segun estudios es el agonista activador plaquetario mas efectivo y tiene un reconocido
protagonismo en promover la formacion de trombos. La trombina, en plaquetas, evoca
cambio de forma y liberacion del contenido de granulos plaquetarios. También activa la
sintesis y liberacion de tromboxano A2, la movilizacion de P selectina y ligando CD40 hacia
la superficie plaquetaria, y la activacion de GP lIb/Illa. La activacion de las plaquetas por
trombina, se realiza a través de mdltiples receptores sobre la superficie plagquetaria

incluyendo el complejo GPIb/V/IX'y los receptores activados por proteasas (PARS) (26).
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En plaquetas humanas, la trombina interactia y activa dos receptores PAR que estan
acoplados a miembros de la familia de proteinas G, las cuales son PAR1 y PAR4 (principal
receptor en plaquetas humanas y receptor asociado a Gq, activado cuando la trombina rompe

su dominio N terminal en un sitio especifico, respectivamente) (26).

El mecanismo de activacion consiste en la rotura de una zona especifica del receptor,
exponiéndose un nuevo aminodcido terminal que lleva una secuencia aminoacidica propia
que interacciona con un dominio intramolecular del receptor, induciendo una respuesta
transmembrana que involucra la activacion de la fosfolipasa Cp, la fosfoinositol-3 quinasa y
la quinasa RhoA/Rho (13). El receptor para trombina consiste en una proteina de 66 kDa, con
siete dominios hidrofébicos transmembrana (36).

5.5 Agregacion plaguetaria

Durante los procesos de activacion plaquetaria, las plaquetas van a conseguir la facultad
de agregarse, la agregacion se define como la capacidad de estos componentes sanguineos de
adherirse a otras plaquetas. La GP IIb/Illa (o integrina allbB3) es el principal receptor que

interviene en este proceso (42).

En condiciones de reposo, la GP llb/Illa no se encuentra en estado activo, aunque hay
aproximadamente 50.000 receptores en la superficie de las plaquetas (43). En su forma
inactiva la GP I1b/llla no se encuentra disponible para mediar como puente entre plaguetas.
Sin embargo, posterior al proceso de activacion de las plaquetas, se expresan en la membrana
celular unas 20.000 copias extra de GP Ilb/llla (especialmente a través de la exteriorizacion
del sistema canalicular abierto y la de los granulos o con la membrana celular) y todos los
receptores de esta glicoproteina se activan y son capaces de mediar las adhesiones plaqueta-
plaqueta (44). Se ha estimado que cada 20 nm en la membrana de las plaquetas (que se

encuentran en estado activo) se encontrara una GP IIb/Illa. Como ocurre con una cantidad

23



considerable de los receptores de integrinas, la presencia de calcio aumenta la afinidad de la
integrina allbB3 por su ligando (45) y puede iniciar la sefializacidén/activacion de la integrina
de dentro hacia afuera. La importancia de este receptor en los procesos fisiolégicos y
patologicos se ha estudiado ampliamente. De hecho, los inhibidores de la GP Ilb/llla se

utilizan para prevenir la formacion de trombos (42).

El ligando de la GP Ilb/Illa es el fibrindgeno, el cual se caracteriza por ser una proteina
dimérica; donde cada mondmero se encuentra compuesto por tres cadenas de proteinas
diferentes (por lo que una molécula de fibrindgeno estd compuesta por un total de seis
cadenas de proteinas) (42). Las cadenas proteicas se denominan cadenas Aa, Bp y y. Segin
Rubenstein et al. (2018) los amino-terminales de las seis cadenas de proteinas se acercan
entre si en el ndcleo de esta gran molécula. Los terminales carboxilicos se orientan hacia el
exterior del dimero de fibrindgeno. Cada mondmero de fibrindgeno contiene una secuencia
de reconocimiento celular (Arg-Gly-Asp, es decir, RGD) cerca del terminal carboxilo de las
dos cadenas Ao y una segunda secuencia de reconocimiento celular del nicleo de la molécula
de fibrinogeno también en las cadenas Ao (46). También se presume que las cadenas y
contienen un analogo a la secuencia de reconocimiento (Lys-GIn-Ala-Gly-Asp-Val), donde
Lys y Gly-Asp participan en la union de tipo RGD (46). La relevancia de las secuencias RGD
y su localizacion radica en que cada molécula de fibrindgeno puede asociarse con dos
moléculas Gp lIb/Illa posiblemente en dos plaquetas distintas (47). Segun Rubenstein et al.
(2018) el verdadero puente plaquetario durante la agregacién podria describirse como GP
Ib/11la-fibrindgeno-Gp llb/Illa. Es importante sefialar que las interacciones que suceden
entre las plaquetas con el fibrindgeno son originalmente reversibles y se encuentran mediadas

por la presencia de cationes divalentes, actuando como protagonista el calcio (48).

En la medida que el tiempo de asociacién entre el fibrindgeno y la GP Ilb/Illa aumenta,
los cationes divalentes se van a eliminar, lo que va a generar la alteracion de la estructura del

fibrindgeno y de la glicoproteina I1b/111a, lo que hace que la adhesion sea irreversible (49).

24



Existe un nexo relevante entre la activacién/coagulacion de las plaquetas y la agregacion
plaquetaria mediada por fibrindgeno. Uno de los productos obtenidos al finalizar la
activacion de las plaquetas, es una proporcion no menor de algunos factores necesarios para
la coagulacién (como es el caso de la fosfatidilserina) y localizar dichos factores (junto con
otros) en el lugar del dafio (por ejemplo, el factor V) (42). Como producto final de la
coagulacién se obtiene la conversion de fibrindgeno soluble en fibrina insoluble de forma
enzimatica por la trombina. La solubilidad del fibrindgeno se debe a dos pequefias secuencias
de aminoécidos de alta y densa carga negativa en el terminal amino de la cadena Aa y la
cadena Bp. Estas pequenas regiones (llamadas fibrinopéptido A y fibrinopéptido B) son
escindidas por la trombina dejando fibrina insoluble, la cual se polimeriza rapida y sin
dificultades con otras moléculas de fibrina (50). Importante es destacar que esta ruptura no va
a generar alteraciones en la secuencia de reconocimiento celular y, por tanto, la fibrina puede
seguir en interaccion con las plaquetas por medio de la GP Ilb/Illa y formando una malla
insoluble, dicha malla tiene la capacidad de atrapar a las plaquetas o depositarse alrededor de
ellas (42).

5.6 Inhibicién plaquetaria

La inhibicién plaquetaria se considera un interés fisiopatologico. La prostaciclina actia a
través de una proteina G especifica activa a la adenilciclasa y a la proteina kinasa A (PKA)
dependiente del AMPc. Otro importante tromborregulador del endotelio, el 6xido nitrico,
activa una kinasa dependiente del guanilato ciclasa, la proteina kinasa G (PKG). Se piensa
que tanto la PKA como la PKG tienen un efecto inhibidor sobre la GP IIb/llla a distintos
niveles de la transduccidon del estimulo, aunque el mecanismo ultimo no es todavia conocido
(26). Un posible mecanismo de esta accion es la fosforilacién de una proteina de 50 kDa
denominada VASP, que se asocia a la actina. VASP se fosforila en serina por sustancias que
activan a la PKA y a la PKG, y esta fosforilacion se asocia a una inhibicién de la funcion de

las plaquetas (26).
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Una de las principales funciones del endotelio es regular negativamente los factores
protromboticos, incluida la actividad de las plaquetas, en un proceso denominado trombo
regulacion endotelial. Los procesos que se incluyen en esta via de regulacion negativa se
dividen principalmente en la comunicacion del 6xido nitrico, la actividad de la prostaciclina y
las actividades de la CD39 (51).

El oxido nitrico (NO) puede existir en tres formas que pueden alterar las respuestas
fisiologicas de las plaquetas (normalmente actia como inhibidor) y de las células
endoteliales: incluyendo el NO (la forma radical libre), el NO+ (nitrosonio) y el NO-
(nitrosilo) (51). La actividad del NO esta regulada directamente por muchos otros
compuestos, como el superoxido, que inhibe la actividad del NO, e indirectamente por
compuestos que alteran la produccion de NO al interactuar con una o0 méas del 6xido nitrico
sintasas (NOS). La oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) se encuentra tanto en las células
endoteliales como en las plaquetas e, independientemente del tipo de célula en que se
encuentre, parece generar el mismo nivel basal de NO en condiciones fisioldgicas normales
(52). Es importante destacar, que la actividad del NO producida a partir de cualquiera de
estas fuentes parece ser la misma; los tipos celulares no pueden diferenciar la fuente del NO,
sino que responden al NO de una manera particular. Hay que tener en cuenta que se han
encontrado otras NOS, como la NOS inducible (iNOS) y la NOS neuronal (nNOS), y también
se ha demostrado que éstas producen NO biolégicamente activo que puede alterar/regular las

funciones vasculares (33).

5.7 Plaquetas procoagulantes

La forma en que las plaquetas interactlan con los factores de la coagulacion y se localizan
con precision en el sitio dafiado, es de considerable interés. Las plaquetas que se encuentran
activadas pueden ser clasificadas en al menos dos maneras, plaquetas procoagulantes y
agregantes. Ambos tipos de subpoblaciones tienen diferentes manifestaciones. Por ejemplo,
la integrina més abundante, allbB3, exhibe una forma “abierta” en las plaquetas agregadas y

una forma “cerrada” en las plaquetas procoagulantes, que presentan fosfatidilserina (PS)
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expuesta (53). Por su parte, las plaquetas agregadas contienen numerosos pseudopodos,
mientras que las plaquetas procoagulantes tienen forma de globo sin pseudépodos. Ademas,
las plaquetas agregadas secretan fuertemente moléculas bioactivas como el adenosin difosfato
(ADP), trifosfato de adenosina (ATP) y serotonina, mientras que la funcién secretora de las
plaquetas procoagulantes es debil. Si bien el papel exacto de la agregacion de plaquetas en la
inflamacién ain no se comprende completamente, se sabe que las plaquetas procoagulantes
ejercen efectos proinflamatorios y pueden liberar mediadores de inflamacion como

polifosfato inorganico y microparticulas (36).

Las plaquetas procoagulantes generalmente se consideran apoptoticas (37). Sin embargo,
los estudios recientes han revelado que las plaquetas procoagulantes sufren necrosis. La
supresion de la caspasa, un modulador de la apoptosis, no afecta a la funcion procoagulante
de las plaguetas, mientras que la funcion de la ciclofilina D (CypD), que modula la necrosis
induciendo la apertura de los poros de transicion de permeabilidad mitocondrial (mPTP),

reduce en gran medida su funcion procoagulante (38).

Existe un estudio en el cual se compararon las caracteristicas de apoptosis, necrosis y
plaquetas procoagulantes (39). Las conclusiones que se obtuvieron de dicho estudio se
encuentran resumidas en la tabla 1. Sin embargo, al inhibir la Cyp D, todavia se forman
plaquetas procoagulantes. En un estudio en ratones Knockout para CypD, las plaquetas
externalizaron la PS, y no hubo diferencias importantes en los tiempos de sangrado de la
seccion de la cola entre los ratones CypD** y CypD~(40). Los hallazgos que se obtuvieron
proponen que existen otras vias que pueden estar involucradas en la generacién de plaquetas

procoagulantes.
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de las plaquetas procoagulantes durante la

apoptosis y necrosis.

Caracteristicas Apoptosis Necrosis Plaquetas
procoagulantes
Estimulo Relacion de Bcel Xl a | Ciclofilina D Activacion del
Bax/Bak receptor GP VI ylo
receptores activados
por proteasa
(Trombina,
colageno, etc.)
Dependencia de Ca+ | Independiente  de | Depende de Ca+ Depende de Ca+
Ca+
Morfologia Contraccion celular | Inflamacién celular | Hinchazon y
y formacion de abombamiento  de
cuerpos apoptéticos células
Integridad de la | Pérdida en la dltima | Perdida en la etapa | Pérdida  de la
membrana etapa inicial integridad de la
membrana
Potencial Perdida en la ultima | Perdida en la etapa | Pérdida de (Awm)
transmembrana etapa inicial
mitocondrial (Awm)
Exposicién de PS Expuesto en la etapa | Expuesto en etapa | Expuesto
tardia inicial
Formacion de mPTP | No Si Si
Método de | Knockout de | Knockout de | Knockout de
inhibicion Bax/Bak ciclofilina D ciclofilina D
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Abreviaturas: GPVI, glicoproteina VI; mPTP, poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial; PS, fosfatidilserina. Fuente: Elaboracion propia Van der Meer, S. Murga Ayala,
B. 2022.

Las plaquetas presentan diferencias en sus respuestas a la estimulacion con agonistas y son
varios los procesos multifactoriales que van a determinar el destino de las plaquetas. Se ha
propuesto que los factores reoldgicos y topograficos, dentro de los trombos in vivo afectan la
heterogeneidad en los estados de activacion plaquetaria (40). Los estudios de dinamica de
fluidos, han demostrado que las plaquetas dentro del nucleo del trombo, sufren una
exposicion mas prolongada a los agonistas de solutos que las que se encuentran en la capa
externa del trombo. El nucleo del trombo es menos poroso y tiene una adhesion méas fuerte
entre las plaquetas y las células que la capa externa de éste, donde las corrientes de flujo
convectivo y el aumento relativo de la permeabilidad dan como resultado una menor
exposicion a los agonistas (41). Tanto los factores ambientales como las diferencias de
superficies adhesivas, las caracteristicas intrinsecas de las plaquetas, la edad, la expresion de
proteinas de superficie y los componentes subcelulares, pueden desempefiar un papel en la

determinacion de la heterogeneidad en la respuesta plaquetaria después de la activacion (54).

En el contexto de los que sufren necrosis, se describen los mecanismos clésicos que
subyacen a la formacion de plaquetas procoagulantes. Los mecanismos detallados se pueden

observar de mejor manera en la Figura 3.
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Figura 3: Mecanismos de formacion de plaquetas procoagulantes. La figura muestra en
(1) El receptor activado por proteasa y la glicoproteina VI que se encuentran en la superficie
de las plaquetas. Después de estimular las plaquetas con agonistas, como trombina y
colageno, aumenta la concentracion de Ca 2* citosélico. (2) TMEMI16F ubicado en la
membrana de las plaquetas permite la entrada de Na *, Cl -y especialmente Ca 2*. Este
mecanismo hasta cierto punto, promueve una mayor concentracion de calcio (Ca%"). (3) La
concentracion elevada de Ca?* citosélico desencadena la formacion de mPTP, que a su vez
conduce a la liberacion de Ca?* almacenado en las mitocondrias. (4) Ca?* citosolico elevado
activa la calpaina, que provoca la redistribucion de los fosfolipidos y la exposicion al PS. (5)
La exposicion a PS es un requisito previo para la actividad procoagulante. Los factores de
coagulacién Xa y Va se agregan a la superficie de la PS y convierten la protrombina en
trombina. (6) La calpaina activada también hidroliza las proteinas del citoesqueleto y las
proteinas enlazadoras de la membrana, lo que dafa la integridad de la membrana. (7) Las
entradas de iones de sal en las plaguetas conduce a una alta presion osmotica y una mayor
entrada de liquido, lo que resulta en un globo. Elaboracion propia VVan der Meer, S. (2022).

No obstante, aunque muchos agonistas tengan la capacidad de poder activar las plaquetas,
solo los agonistas fuertes pueden inducir la formacion de plaquetas procoagulantes. Los

agonistas incluyen aquellos de caracteristicas fisioldgicas y no fisioldgicas (37).
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Entre los agonistas fisioldgicos, la coestimulacion del péptido activador del receptor de
trombina o trombina y los agonistas de la glucoproteina VI como el colageno, las convulxinas
y los péptidos relacionados con el colageno, junto con Ca?* en la solucion, produce el
méaximo efecto de activacion (55). Por otra parte, el ADP tuvo poco efecto en la generacion
de plaquetas procoagulantes segun los estudios del autor Pasalic en donde evalud la
proporcidn de plaquetas procoagulantes tras el tratamiento con varios agonistas, incluyendo

trombina, colageno o trombina mas colageno (55).

Lo anterior reveldé que la coestimulacién con coladgeno y trombina ayud6 a lograr la
proporcién mas alta de plaquetas procoagulantes alcanzando un 59,21%. Adicionalmente se
expuso que tenian una mayor eficiencia sin importar el tipo de muestra, seguida de la
activacion del coldgeno con un  45,76%; finalmente siendo la activacion de trombina la
menos eficaz obteniendo solamente un 20,78% (37). En comparacion con los resultados
obtenidos, estos indicaron que la trombina era mas eficaz que el coldgeno en la generacion de

plaquetas procoagulantes (37).

5.8 Funcionamiento mitocondrial plaquetario

Las plaquetas muestran una alta eficiencia de acoplamiento a produccién mitocondrial de
trifosfato de adenosina y cuentan con una capacidad de reserva respiratoria disminuida. Las
mitocondrias plaquetarias son muy adecuadas para el andlisis ex vivo de diferentes
enfermedades. Inclusive, algunas de ellas pueden generar cambios mitocondriales en las

plaquetas, sin que se reflejen en otros érganos (56).

En el proceso de homeostasis, bajo condiciones normales, la funcién de las plaquetas es
frenar la pérdida de sangre, posterior a un dafio vascular (57). Como respuesta frente alguna
lesion vascular, las plaquetas van a contestar a traves de receptores de superficie que inician
multiples vias de sefializacion intraplaquetarias, 1o que finalmente conduce a una secuencia
de eventos, los cuales incluyen cambio de forma, activacion de integrinas, agregacion,

secrecion de granulos y actividad procoagulante (56).
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Debido a que las plaquetas son células sanguineas facilmente accesibles y utiles para el
andlisis de la capacidad bioenergética de tejidos, es que su funcion mitocondrial también ha
sido empleada para estudiar enfermedades relacionadas con las mitocondrias (56).

En cuanto a la estructura de las mitocondrias, éstas cuentan con una membrana doble de
lipidos, la cual posee proteinas de membrana, en donde se encuentran transportadores,
canales ionicos, componentes de la cadena transportadora de electrones y diversos receptores.
La matriz mitocondrial del ser humano contiene ADN circular, de cadena doble y se
encuentra cerrado covalentemente. Ademas, el material genético presente al interior de la
mitocondria codifica para 13 proteinas relacionadas con la cadena de transporte de electrones,
dos ARN ribosémicos, 22 ARN de transferencia y un péptido que se conoce como humanina
(58,59).

Cabe destacar, que el namero de mitocondrias va a sufrir variaciones dependiendo de la
célula en estudio, yendo desde una a varios miles. La estructura de este organelo consta de
cuatro partes, dentro de las cuales encontramos la membrana mitocondrial externa, membrana
mitocondrial interna, el espacio intermembrana y la matriz. La membrana mitocondrial
externa, cuenta con poros de transicion bastante grandes, lo que permite que las moléculas la
atraviesen facilmente, mediante difusion pasiva (60,61). Pese a lo anterior, el transporte de
moléculas a través de la membrana mitocondrial interna se encuentra altamente regulado por

transportadores especificos (62).

La funcion bioquimica mas relevante y estudiada de las mitocondrias es el Sistema de
fosforilacion oxidativa (OXPHQOS), que se encuentra compuesto por la respiracion
mitocondrial y la sintesis de ATP, los dos procesos antes mencionados se llevan a cabo en la
membrana mitocondrial interna (56). La respiracion mitocondrial, se produce en la cadena
transportadora de electrones, dicha cadena se encuentra conformada por una serie de

complejos, dentro de los cuales encontramos el complejo I (NADH deshidrogenasa),
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complejo 1l (succinato deshidrogenasa), el complejo Ill (citocromo bcl), el complejo 1V
(citocromo c oxidasa) y finalmente el complejo V (ATP sintasa). Importante es destacar la
funcién que brinda el complejo I, puesto juega un rol valioso en la transferencia de electrones
(63). La NADH deshidrogenasa, otorga alrededor del 40% de la fuerza motriz de protones
que se requiere para llevar a cabo la sintesis del ATP mitocondrial (64,65). El incremento en
la concentracion de iones calcio en la matriz mitocondrial, va a promover a OXPHOS, lo que
se traduce finalmente en un aumento de la sintesis de ATP (66,67). También, las
mitocondrias se encuentran relacionadas con otras funciones, como lo son el metabolismo de

los lipidos, centro de hierro-azufre y el control de la respuesta inflamatoria (68,69).

Las funciones realizadas por las mitocondrias intervienen en varios mecanismos (Figura 3)
de supervivencia y muerte celular (70). Segun Fuentes et al (2019), la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial, es un evento considerado como el punto de no retorno en el

desencadenamiento de la sefializacion de muerte celular apoptoética intrinseca y no apoptotica.

33



Mecanismos por los cuales la Funcion mitocondrial,
influye en la supervivencia y muerte celular

Primer mecanismo: Activacion de Segundo mecanismo: Ensamblaje del

proteinas pro-apoptoticas de la familia complejo de poro de transicién de
permeabilidad mitocondrial (mPTP)

Genera la formacion de poros
en la Membrana mitocondrial
externa (permeabilizacion)

Participacion constitutiva en el
intercambio de metabolitos entre el
citosol y la matriz mitocondrial

Gatilla disipacién del potencial de Bajo la presencia estimulos de muerte

. o P
membrana mitocondrial (A'¥m), celular, producen “transicion de

liberacién de proteinas IMS permeabilidad mitocondrial™

Participacion en la muerte celular

Figura 4: Esquematizacion de Mecanismos por los que la funcién mitocondrial incide en
la supervivencia y muerte celular. Se exponen los principales mecanismos por los que la
funcion mitocondrial afecta en la supervivencia y muerte celular (principalmente 2), con sus
respectivas consecuencias a nivel de este organelo. IMS: espacio intermembrana. Ejemplos
de proteinas del espacio intermembrana: citocromo c¢, AIF, Endo G, Omi/HtrA2,
Smac/Diablo). Fuente: Elaboracion propia Van der Meer, S. (2022).

Por otro lado, las mitocondrias representan una fuente significativa de especies reactivas
del oxigeno (ROS) (71), estas ROS se han configurado como un importante mensajero
secundario relacionado en la sefalizacion celular de la secrecion de insulina, diferenciacion
de adipocitos e hipoxia (72). Existen varios sitios mitocondriales de produccion de ROS; sin
embargo, el méas estudiado y caracterizado continta siendo la cadena transportadora de
electrones (71). A través de variados estudios, se ha concluido que la especie reactiva de
oxigeno que es mas abundante en la matriz es peroxido de hidrégeno (H202) (56). Segun
Fuentes et al (2019), el acoplamiento entre las reacciones redox y la sintesis de ATP varia

entre los tipos de células (globulos rojos, leucocitos y plaquetas) y en condiciones
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fisiopatoldgicas. Dentro de las condiciones antes mencionadas, podemos destacar el cancer,
diabetes, envejecimiento y enfermedades cardiovasculares (56), en consecuencia, vamos a

obtener diferentes patrones de metabolismos energéticos (73).

Las mitocondrias cuentan con la capacidad de regular la funcién protrombotica de las
plaquetas, no solo por medio de la generacion de ATP, sino que también mediante
sefializacion redox. En el proceso de agregacion plaquetaria inducida por trombina, se
produce un aumento rapido y temporal del potencial de membrana mitocondrial junto con
OXPHOS (lo anterior, es soportado por el empleo de acidos grasos y glutamina) y sin
fluctuaciones importantes en el consumo de glucosa basal (74,75). Disfuncién en la
mitocondria plaquetaria, va a conducir a una reduccion en la produccion de ATP, generacion
de ROS, alteraciones en la amortiguacion de calcio y formacion de mPTP (76,77). El poro de
permeabilidad mitocondrial va a generar afecciones a nivel de la membrana mitocondrial
interna, generando disminuciones en A¥Ym (78). El que se formen mPTP, parece ser un
fendmeno azaroso y que es objeto de estudio estadistico, debido a que no ocurre de manera
simultanea en todas las mitocondrias que se encuentran al interior de una plaqueta. No
obstante, en gran parte de los casos, otras mitocondrias colapsan posterior al colapso de la
primera (79). Aunque resulte extrafio, la formacion de mPTP, un evento de sefializacion que
resulta ser clave durante el proceso de muerte celular, ha sido identificado como un actor de

relevancia en la activacion plaquetaria (80).

5.8.1 Cation trifenilfosfonio lipofilico TPP+

A pesar de que se han descrito diferentes compuestos que son capaces de proteger las
mitocondrias del estrés oxidativo, se ha hecho necesario el desarrollo de estrategias que
permitan su entrada de forma selectiva, por la sencilla razon de que este organelo se
encuentra en el interior de la célula y, a su vez, las dianas de estos compuestos se encuentran
ubicadas al interior de las mitocondrias, en consecuencia deben atravesar varias membranas y
para ello cumplir con diversos requisitos fisico-quimicos para una acumulacion selectiva al

interior de estos organulos (81).

35



Con la finalidad de mejorar la entrada a la mitocondria se pueden modificar los
compuestos a través de la union al catidon lipofilico trifenilfosfonio (TPP+). El trifenilfosfonio
(TPP) fue descrito por primera vez en la funcién mitocondrial por Vladimir Skulachev y es la
molécula mas utilizada en el disefio de antioxidantes dirigidos a las mitocondrias (81).
Corresponde a un atomo de fésforo cargado positivamente que se encuentra unido a una gran
superficie hidréfoba, la cual se encuentra dada por tres grupos fenilo. Debido a que el A¥m
fluctia entre 150-180 mV (interior negativo), la carga positiva de TPP se emplea para
facilitar el ingreso y acumulacién (concentracién 500 veces mayor) dentro de la matriz

mitocondrial (81).

Segun funcionalidad, se ha empleado TPP como fraccion dirigida a las mitocondrias para
suministro de agentes anticancerigenos, acidos nucleicos, péptidos, antifdngicos,

antiparasitarios y compuestos antioxidantes a las mitocondrias (81).

El primer tipo de antioxidantes ligados a TPP se basa en ubiquinona y plastoquinona. La
ubiquinona, también conocida como coenzima Q10, es un componente de la cadena
respiratoria mitocondrial y se encuentra en el nucleo lipidico de la membrana interna donde
se reduce por dos electrones de los complejos | o Il (82). MitoQ10 (MitoQ) es similar en
funcidn a la coenzima Q10, y tanto en células animales como humanas. Existen muchos datos
sobre las propiedades in vitro de MitoQ, que se caracterizan por prevenir la peroxidacién
lipidica, disminuir el contenido de carbonilacion de proteinas, disminuir el nivel de ROS y
prevenir la apoptosis. MitoQ ha demostrado una rapida acumulacién en las mitocondrias y se
ha reducido rapidamente a la forma de hidroquinona (MitoQH2). El papel de MitoQH2 se

atribuyd a una excelente actividad de eliminacion de radicales libres (83).
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5.8.2 Radicales libres

Los radicales libres son moléculas que contienen uno o méas electrones no apareados, es
decir, un electron que se encuentra sélo en su orbital (84). Segun Carvajal et al. (2019), los
electrones son mas estables cuando estan apareados en los orbitales, los radicales libres son
reactivos frente a otras especies. Los electrones no apareados tienen una fuerte tendencia a
formar pares de electrones para llegar a una configuracion més estable. Un radical puede
donar su electron desapareado a otra molécula, o puede robar un electron de otra molécula
para formar un par electronico. No obstante, si un radical toma un electron de otra molécula o

dona un electrdn, la otra molécula se transforma en un radical libre (85).

Dentro de los seres vivos existen diversas sustancias reactivas (RS) que tienen la
capacidad de reaccionar con diferentes moléculas celulares. Hay diversas clases de RS
importantes a nivel celular, como lo son las especies reactivas de oxigeno (ROS) (86). Se les
considera como metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos que poseen una fuerte
capacidad oxidante, aunque dicha capacidad varia entre las diferentes especies (86). La

mayoria de los ROS son generados a nivel mitocondrial (85).

Segun Collins et al. (1996), los radicales libres no son mas que formas muy reactivas de
oxigenos, pero, a pesar de que son un producto normal que fabrica el cuerpo como
combustible para quemar a fin de conseguir energia, su poder destructivo es enorme. Pueden
provocar arterosclerosis cuando acttan en las paredes de los vasos sanguineos. Y si lo hacen
en el ADN que esta en el ndcleo celular, pueden provocar mutaciones que desencadenan el

cancer.

5.9 Interferencia entre activacion plaquetaria y disfuncion mitocondrial

Como se menciond previamente, la cadena transportadora de electrones juega un rol
esencial en bioenergética, biosintesis y control redox en los procesos de funcion plaquetaria

(87,88). Es en base a este papel protagonico, que alteraciones a nivel de mitocondria, pueden
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contribuir a anomalias plaquetarias (89,90). Es asi, como ciertas vias de activacion
plaquetaria pueden inducir diferentes grados de disfuncion mitocondrial. Segun Fuentes et al
(2019), como retroalimentacién positiva, el nivel de disfuncion mitocondrial puede potenciar
la formacién de plaquetas procoagulantes (externalizacién de PS) en plaquetas apoptoticas
(Figura 4).

A) Activacion Plaquetaria a disfuncion plaquetaria

Activacion: (por ejemplo, por hiperglicemia. colageno y
trombina)

Marcadores de activacion (P
selectina y TXA2)

Mitocondria

@ DC-SIGN

\—_@NA
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B) Disfuncion plaquetaria a Plaquetas procoagulantes
3
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GPalIB3

Calpaina

Platelet concentration

Mitocondria Platelet contact
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Inactivacion de PS
GPallp3 00050 \
Plaqueta
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Figura 5: Relacién entre activacion plaquetaria y disfuncion mitocondrial. (A) La
activacién plaquetaria puede inducir disfuncién mitocondrial y (B) Como retroalimentacion
positiva, el nivel de disfuncién mitocondrial puede potenciar la formaciéon de plaquetas
procoagulantes. AWYm, potencial de membrana mitocondrial; CypD, ciclofilina D; Cyt c,
citocromo c; GP, glicoproteina; MCU, uniportador de calcio mitocondrial; mPTP, poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial; ADNmt, ADN mitocondrial; PS, fosfatidilserina;
ROS, especies reactivas de oxigeno; TXA2, tromboxano A2. Tomada y adaptada de Fuentes
et al. 2019(56).

La activacién plaquetaria se encuentra regulada por la generacion endégena de especies
reactivas del oxigeno, la que, a su vez, es estimulada por una amplia variedad de agonistas,
tales como la trombina, U46619 (analogo sintético estable de la prostaglandina endoperdxido
PGH>), TRAP-6, entre otros (90), en donde las mitocondrias contribuyen con el mayor aporte

en la generacion de ROS y se configuran como un actor principal en la activacion (91,92).
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Una vez que las plaquetas se encuentran en su estado activado, pueden dar paso a la
liberacion de mitocondrias y ADNmt (93,94). Dichas mitocondrias que se liberan, seran
empleadas como sustrato para la fosfolipasa A2, con el objetivo de promover mediadores
inflamatorios (acidos grasos, lisofosfolipidos y ADN mitocondrial) (93). Por otro lado, el
ADN mitocondrial liberado, va a provocar una induccion de la activacion plaquetaria, a
través de una via dependiente de DC-SIGN (receptor de glicoproteinas que contienen un
numero alto de N-carbohidartos) (94). Se piensa que la metilacién del ADN mitocondrial de
las plaquetas, podria ser usado como un marcador no invasivo y accesible, podria encontrarse

envuelto en la etiologia de las enfermedades cardiovasculares (92).

Se considera a la disfuncion mitocondrial como un evento fundamental en el proceso de
activacion plaquetaria; no asi en el proceso de agregacion (75, 95). La activacion plaquetaria

va a fomentar la disfuncidon mitocondrial, a través de vias diversas.

Trombina: en ausencia de calcio extracelular, la trombina va a inducir la despolarizacion
en la mitocondria, liberacion de citocromo c, produccion endégena de H202, activacion de
las caspasas (tanto la 9 como la 3) y posteriormente la externalizacion de la fosfatidilserina
(96).

Colageno: las plaquetas al ser estimuladas por coladgeno, van a experimentar un aumento
en el consumo de oxigeno mitocondrial, una generacion agilizada de lactato y un contenido
intracelular de ATP sin cambios. En caso de un bloqueo de la produccion energética en
mitocondrias, mediante inhibicion del complejo Il con antimicina A, afecta de manera leve
la agregacion influenciada por colageno e inhibe fuertemente la secrecion de plaquetas. En el
contexto anterior, usando como mecanismo inhibitorio, el éxido nitrico y el peroxinitrito
(ONOO (-)), se logré la disminucion significativa del contenido de ATP celular y de las
actividades de los complejos I, 1l'y 1V (97,56). Sin embargo, ONOO (-) a través de la caida
del AWYm puede aminorar la estabilidad y la elasticidad del codgulo a través de la reduccion

de la contractilidad de las plaquetas (98).
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Hiperglucemia: en los casos de que, por una hiperglucemia, se genere la activacion de la
enzima llamada aldosa reductasa (AR), va a conducir a una induccién de la generacion de
especies reactivas del oxigeno, secuestro de la proteina antiapoptotica Bcl-xL y aumento de la
fosforilacion de p53 (Ser 15) (92). También, la hiperglucemia junto con el colageno, dan paso
a la hiperpolarizacion en las plaquetas normales, lo que se traduce en la formacion de ROS
mitocondriales y posteriormente a su activacion. Segun Fuentes et al (2019), en esta
condicion, el uso de tenoiltrifluoroacetona (TTFA), un inhibidor del complejo mitocondrial
I, y cianuro de carbonilo m-clorofenilhidrazona (CCCP), un desacoplador de OXPHOS

impidio por completo un aumento de ROS mitocondrial inducido por hiperglucemia.

La activacion de plaquetas, tras la hiperpolarizacion de la mitocondria y la generacion de
ROS, se ha visto asociada de manera conjunta con un excedente en la liberacion de calcio,
dicha liberacion va a dirigir a cambios en el patréon de fosforilacion y/o desfosforilacion de
citocromo c y ciclooxigenasa. No obstante, solo la cantidad de calcio y las condiciones que
existen en las mitocondrias, ya sea previo o bajo la carga de Ca®*, determinan en gran medida
cémo responde la produccion de ROS a un desafio de calcio. Entonces, en las mitocondrias
que se encuentran despolarizadas, el calcio induce un aumento moderado en la liberacién de
ROS. En el caso opuesto, para el caso de mitocondrias que se encuentren altamente
polarizadas, el Ca?no va a contribuir a la estimulacion de la generacion de ROS mitocondrial
(95,99).

5.10 Hidroquinonas.

Las hidrogquinonas (HQ), también conocidas como 1,4 — dihidroxibenceno o benceno —
1,4-diol o quinol, es un compuesto organico aromatico que es una especie de fenol, un
derivado del benceno, con la formula quimica CsHs(OH)2. Tiene dos grupos hidroxilo unidos
a un anillo de benceno. Es un sélido granular blanco. Los derivados sustituidos de este
compuesto original también se denominan hidroquinonas. EI nombre "hidroquinona” fue
acufiado por Friedrich Wohler en 1843 (100).
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La hidroquinona tiene una variedad de usos relacionados principalmente con su accion
como agente reductor soluble en agua. Es un componente importante en la mayoria de los
reveladores fotograficos en blanco y negro para peliculas y papel, donde reduce los haluros
de plata con el compuesto metol a plata elemental (100).

Hay varias otras aplicaciones relacionadas con la potencia reductora. Como inhibidor de la
polimerizacion, aprovechando sus propiedades antioxidantes, la hidroquinona previene la
polimerizacion del acido acrilico, metacrilato de metilo, cianoacrilato y otros mondémeros
susceptibles de polimerizacion por radicales libres. Al actuar como eliminador de radicales
libres, la hidroquinona sirve para extender la vida util de las resinas fotosensibles como los
polimeros preceramicos (101). Esta puede perder un protén de ambos grupos hidroxilo para
formar un ion difenolato. La sal difenolato de hidroquinona disodica se usa como una unidad

de monomero alterno en la produccién del polimero poliéter éter cetona (PEEK) (101).

Las hidroguinonas también se describen como un bioactivo fitoquimico, puede ingresar al
organismo del ser humano mediante la dieta por frutas, pan, vino tinto, café, tabaco, ademas

del trabajo y el medio ambiente (102).

Los compuestos bioactivos que protegen la funcion mitocondrial estan relacionados con
muchas actividades biolégicas como la antioxidante, la antiinflamatoria y el
antienvejecimiento, entre otras (103). Las quinonas son un grupo de compuestos quimicos
presentes en una gran variedad de recursos del mundo natural (104). La presencia de la triada
quinona/semiquinona/hidroquinona es esencial en muchos sistemas redox en biologia (Figura
5), permitiendo el movimiento de electrones tanto en las mitocondrias como en los
cloroplastos (105). Sin embargo, el par redox quinona/hidroguinona puede interconvertirse
directamente, mediante un proceso de dos electrones, a través de otros sistemas enzimaticos
(106). También los sistemas quinona/hidroguinona estan presentes en otras funciones
biologicas significativas como el sistema antioxidante (por ejemplo, la ubiquinona y el
tocoferol) (107) y la coagulacién (por ejemplo, la vitamina K) (108). El potencial redox mide

la tendencia de una molécula a ganar o ceder electrones, siendo parametros clave en la
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comprension de los procesos de transferencia de electrones, como, por ejemplo, en el par
quinona/hidroquinona (90) y en la reaccion de quinonas con nucleofilos via adicion de
Michael (109). En consecuencia, el conocimiento del potencial de oxidacién/reduccion de las
quinonas e hidroquinonas es un &rea de investigacion en constante desarrollo (110). La
sintesis dirigida de quinonas con propiedades de oxidacion/reduccion permite obtener un
elevado numero de compuestos con diversas aplicaciones (111). Es importante destacar que,
la reversibilidad de la formacion de semiquinonas permite la reduccién mono electronica del
oxigeno molecular a aniones radicales superéxido generando, en algunos casos, ciclos redox
(1112).

Figura 6: Representacion esquematica de la conversién de la quinona en semiquinona e
hidroguinona. Tomada de Fuentes, M. et al. 2018 (104).

5.10.1 Hidroquinonas y efecto cardiovascular

Su toxicidad sobre humanos aln no es del todo clara, sin embargo, se describe en algunos
estudios anteriores que la genotoxicidad y la toxicidad hematologica puede inducir

nefropatia, tumor renal o hemorragia gastrica (112).

Se sabe poco sobre el consumo y la exposicion de las hidroquinonas y sus derivados en la

salud del sistema cardiovascular, una exposicion a la HQ puede activar los neutrofilos
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circulantes y perjudicar la respuesta estimulante posterior de los neutrofilos in vivo (113).
Estudios describen el caracter citotoxico de este compuesto para las células endoteliales,
celulas madres hematopoyeéticas y los linfocitos; evoca efectos proinflamatorios en las células
endoteliales y deteriora la vasorelajacion (113). Este evento puede ser desencadenado por la
potenciacion de la transcripcion génica dependiente de la translocacion nuclear de NF-xB
(114).

Las complicaciones de la trombosis se deben a la obstruccion local del vaso o a la
embolizacién a distancia. Los trombos arteriales suelen producirse en asociacion con
enfermedades vasculares preexistentes, la mas comun de las cuales es la aterosclerosis. Los
trombos arteriales se forman en condiciones de alto flujo y se componen principalmente de
agregados plaquetarios unidos por hilos de fibrina. La trombosis suele producirse cuando se
rompe el equilibrio entre los factores trombogénicos y el mecanismo de proteccion. Estos
factores trombogénicos incluyen el dafio de la pared del vaso, la estimulacion de la
agregacion plaquetaria, la activacion de la coagulacion sanguinea y la estasis o por
xenobidticos exdgenos (113). Teniendo en cuenta el potencial farmacoldgico y el consumo

diario de HQ, es importante el desarrollo de su efecto en la salud cardiovascular (113).

Se demostraron efectos antioxidantes y antiinflamatorios de hidroquinonas sobre 8-
isoprostano inducido por la IL-1B, PGE2, y la secrecion de IL-8 en la Universidad Nacional

de Taiwan mediante un cultivo de células de pulpa dental. (113).

La IL-1pB estimul6 evidentemente la produccion de PGE2 e IL-8 de las células de la pulpa
dental (Figura B.1). Inesperadamente, la exposicion a HQ (50 y 100 puM) suprimiod
notablemente la produccién de PGE2 inducida por la IL-1p en las células de la pulpa (Figura
6.a). Sin embargo, la HQ no fue capaz de impedir la secrecion de IL-1B- de las células
pulpares (Figura 6.b). (113).
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Figura 7: El efecto de la IL-1pB en la expresion de las proteinas COX-2 e IL-8 de las
células de la pulpa dental y su regulacion por HQ. Alrededor de 1 x 106 células/10-cm
fueron expuestos a la IL-1f con / sin 30 minutos de pretratamiento y luego co-incubado
durante 24 hr. La capa de células se recogi6 para el analisis de Western Blot. (a) El efecto de
la IL-1p en la produccion de PGE2 y (b) El efecto de la IL-1p en la produccion de IL-8 de las
células de la pulpa dental y su regulacion por HQ. Aproximadamente 1 x 105 células/24
pocillos se expusieron a la IL-1B con/sin 30 minutos de pretratamiento y luego se co-
incubaron con HQ durante 24 horas. Se recogio el medio de cultivo para el analisis por
ELISA de los niveles de PGE2 e IL-8 (media + SE). *Indica una diferencia estadisticamente
significativa cuando se compara con el grupo de control, # indica diferencia significativa
cuando se compara con el grupo tratado con IL-1B. COX-2: ciclooxigenasa-2; GAPDH:
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; HQ: hidroquinona; IL: interleucina. Tomada y
adaptada de Chang et al. 2010. (106).

Se realizaron experimentos con células ARPE-19 (linea celular ATCC) cultivadas en
medio DMEM/F12 (Medio Eagle modificado de Dulbecco: Mezcla de nutrientes F-12) (1:1)
(Life Technologies, Paisley, Reino Unido) con adicion de suero fetal bovino al 10% (GE
Healthcare Life Sciences, South Logan, UT, EE.UU.), penicilina 100 U/mL, estreptomicina
100 pg/mL (Pen Strep, Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.) y L-glutamina 2 mM
(Life Technologies, Paisley, Reino Unido). Los experimentos se llevaron a cabo en el mismo
medio sin suplemento de suero, y la L-glutamina se afiadi6 por separado en cada experimento
independiente justo antes del cebado con IL-1a. Se disolvid hidroquinona en el medio antes

de cada experimento (114).

La hidroquinona induce la produccion de ROS vy la citotoxicidad de forma dependiente de

la concentracion en las células humanas ARPE-19 (115,116). Para investigar si la
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hidroquinona podia inducir la secrecion de citoquinas proinflamatorias, IL-1B e IL-18, se
determinaron sus niveles extracelulares, asi como su correlacion con la viabilidad celular tras
una exposicion de células ARPE-19 cebadas con IL-1a a diferentes concentraciones de
hidroquinona que iban de 10 pM a 500 pM. Las concentraciones bajas de hidroguinona (10-
50 uM) fueron bien toleradas por las células del EPR (epitelio pigmentario de la retina), ya
que la liberacién de LDH y los valores de MTT permanecieron inalterados en comparacion

con las células ARPE-19 cebadas con IL-1a sin hidroquinona (Figura 7) (115).
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Figura 8: El efecto de la hidroquinona (HQ 10-500 pM; 18 h) sobre la viabilidad celular
de las células ARPE-19 cebadas con IL-1a, medida utilizando los ensayos LDH (Lactato
deshidrogenasa) (A) y MTT (sal de bromuro de difeniltetrazolio) (B). Los resultados se
han normalizado con respecto a la media del grupo de control no tratado. Las células tratadas
con IL-1a sirvieron de control para la exposicion a la hidroquinona en las células cebadas.
Los datos se combinaron a partir de tres experimentos independientes con cuatro muestras
paralelas por grupo. Los resultados se muestran como media £ SEM. **** p < 0,0001, ns-no
significativo, Prueba U de Mann-Whitney. Tomada y adaptada de Bhattarai, N. et al. 2021.
(108).

Recientemente se ha informado de los efectos del andamiaje de la acil hidrogquinona, la
estructura mas simple de la orto-carbonil-hidrogquinona, contra lineas celulares de leucemia
(116). Teniendo en cuenta que la fraccion orto-carbonil-hidroguinona es una caracteristica
estructural que, ademas de otras actividades, confiere una potente actividad antiplaquetaria a
través de la inhibicion diferencial de la agregacion plaquetaria inducida por el colageno o el
péptido activador del receptor de trombina 6 (TRAP-6) (117), y considerando también que
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pequefios cambios estructurales modifican estas propiedades, incluyendo el efecto sobre la
fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (118), y dado que la mayoria de las acil hidroquinonas
evaluadas contra las células leucémicas no muestran una citotoxicidad significativa, se
decidio utilizar el andamiaje de la acil hidroquinona para mejor desempefio sobre tratamiento

de las lineas celulares descritas (118).

5.10.2 Derivados de hidroquinonas

La oxidacion del anillo B de la hidroxil-metoxiisoflavona a metoxiflavona quinona y la
conversion de la flavona y las isoflavonas en sus correspondientes flavanquinonas o

isoflavanquinonas, dio lugar a una potente actividad antiplaquetaria (119).

Entre los derivados de 2-alkoxi 1,4- derivados de naftoquinona, la actividad inhibidora de
la agregacion plaquetaria inducida por &cido araquiddénico (AA), el colageno y el factor de
activacion plaquetaria (PAF) es mayor con una mayor longitud de la cadena de 2 alcoxi, con
un atomo de cloro en la posiciéon 3 o introduciendo un grupo fenoxi en la posicion 2 (120).
Por otro lado, se ha demostrado que la presencia de mas grupos OH, o/y la metilacion o
glicosilacion de los grupos OH en las 9,10-antraquinonas se asocia a una mejor actividad
antiplaquetaria (agonistas utilizados: adenosin difosfato [ADP], AA y colageno) (121, 122).

Otro estudio establecié que una mayor actividad antiplaquetaria esta asociada a la
inclusion de un grupo amino libre en la fraccion de tiosulfonato de la quinona. Asi, el éster S-
[(9,10-dihidro-1,4-dimetoxi-9,10-dioxo2-antracenil) metilo] del acido 4-
aminobencenosulfonotoico, dependiente de la dosis, tuvo la mejor actividad antiplaquetaria
(IC50 25 uM, ADP) (123).

La actividad antiplagquetaria (inhibicion de la agregacion y la secrecion) de la vitamina E

(forma oxidada) en las plaguetas estimuladas con AA y epinefrina fue mayor (5- 10 veces)
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que la actividad de la vitamina E como tal. La vitamina E y la quinona de la vitamina E no
tuvieron efectos toxicos en las plaquetas, manteniendo asi la estructura y los segundos
mensajeros (por ejemplo, el monofosfato de adenosina ciclico [AMPc]). (123). Por el
contrario, la ausencia de vitamina E provoca la destruccion de la membrana mitocondrial en

las plaquetas (124).

Se ha descrito que MitoQ disminuy6 la produccién de ROS tanto en megacariocitos como
en las plaquetas, y estabiliza la membrana mitocondrial en la trombocitopenia inducida por la
irradiacion (125). Ademas, demostramos que MitoQ tiene una potente actividad
antiplaquetaria (datos no publicados). Otro antioxidante ligado al TPP es el mitoTEMPO
(eliminador de superdxido dirigido a las mitocondrias). En células de melanoma,
mitoTEMPO disminuy0 la produccion mitocondrial de O2 y ROS tanto de forma aguda como
tras 24 horas de tratamiento (126). EI mitoTEMPO disminuye la generacion de superéxido
inducida por la genipina y la doxorubicina, y atenda significativamente la activacion
plaquetaria y la apoptosis. Lo anterior podria explicarse porque mitoTEMPO bloqueé la

generacion de ROS intraplaquetarias y mitocondriales (127).

En otros estudios se describe a la mitoquinona (MitoQ; 10-(4,5-dimetoxi-2-metil-3,6-
dioxo-1,4-ciclohexadieno-1-il) decil trifenilfosfonio) como la molécula pionera disefiada
exclusivamente para disminuir el estrés oxidativo mitocondrial, siendo evaluada en diversos
ensayos clinicos (128). Su participacion en el sistema redox va en conjunto a su forma

reducida, la hidroquinona MitoQuinol (129).

La MitoQ se almacena en las mitocondrias in vivo para prevenir y proteger el dafio celular
inducido por la sobreproduccién mitocondrial de ROS y el estrés oxidativo (130).
Fundamentalmente, este compuesto incluye una fraccién de ubiquinona covalentemente
adherida a una cadena alifatica terminal de 10 carbonos con un complejo de trifenilfosfonio
(TPP+); es decir el cation lipofilico que se almacena varios cientos de veces en la
mitocondria (131).
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La molécula MitoQ se une a la superficie, orientada hacia la matriz de la membrana
mitocondrial interna (principalmente en el nuacleo hidrofébico de la membrana) que esta
determinada por el potencial de membrana, y es constantemente reprocesado a ubiquinol por
el complejo Il de la cadena respiratoria (132). Tras la union, la parte activa de la MitoQ viene
a ser la coenzima Q10 (ubiquinona) y junto a esto, se han descrito un monton de efectos
beneficiosos en trastornos como diabetes, inflamacion de higado, enfermedades
neurodegenerativas, y ademas, se ha recomendado como opcidn terapéutica para distintas
ECV (132). En relacién a esto se ha demostrado un efecto protector contra la disfuncion
mitocondrial de las plaquetas, disminuyendo el nivel de ROS tanto en estas como en

megacariocitos, sin embargo, es un elemento actualmente en estudio (132).
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6. CONCLUSIONES

Las plaquetas pese a ser un componente sanguineo anucleado y carecer de muchos
orgdnulos tipicos, poseen una amplia relevancia debido a que no sélo se limitan a la
regulacion de las funciones hemostaticas; sino que desempefian un papel en el mantenimiento
e integridad del sistema vascular en su conjunto, donde ayudan a prevenir la pérdida de
sangre. También tienen la facultad de potenciar o inhibir las funciones trombdticas e
inflamatorias y se configuran como un actor relevante e inclusive protagénico en muchos
procesos metabolicos.

El concepto de plaqueta procoagulante se ha estudiado de una manera amplia en conjunto a
las plaquetas agregantes. Ambos conceptos vienen a ser parte de una idea general
denominada plaquetas en estado activo. En base a este concepto se ha estudiado el
comportamiento y relacion en la manera que actlan estas plaquetas en el sitio dafiado, debido
a sus diferencias estructurales y conformacionales. Ha sido clave someter a diversas pruebas
y a diversos compuestos para asi ver el comportamiento como tal. Las plaguetas
procoagulantes, en una recopilacién de estudios, se han determinado apoptéticas y, a su vez,
capaces de sufrir necrosis, por lo que estudios de vanguardia sugieren, trabajar sobre estas

para solventar gran parte de los eventos adversos cardiovasculares.

Existe una amplia variedad de agonistas que pueden estimular y lograr la activacion de las
plaquetas. Se ha demostrado por medio de diversos estudios que solo los agonistas fuertes
pueden inducir la formacion de plaquetas procoagulantes, (importante es considerar que
dentro de estos agonistas se consideran los fisiologicos como los no fisioldgicos). Entre los
agonistas fisiologicos, la coestimulacion de la trombina o el péptido activador del receptor de
trombina y los agonistas de la glicoproteina VI como el colageno, péptidos relacionados con
éste, la convulxina y el calcio en la solucion, producen el maximo efecto de activacion. Para
el caso del ADP se demostrd poco efecto en la generacion de plaquetas procoagulantes. De
manera concomitante, en un estudio llevado a cabo por Hua y colaboradores. se evalud la
proporcién de plaquetas procoagulantes tras el tratamiento con distintos agonistas, dentro de

los cuales fueron incluidos la trombina, el colageno y ambos de manera simultanea. Al
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concluir el estudio se demostré que la coestimulacién con coldgeno y trombina, ayudo a

lograr una mayor proporcion de plaquetas procoagulantes.

Para la realizacion de investigaciones basadas en plaquetas procoagulantes, se han

empleado diversas muestras para la obtencion de esta subpoblacion celular.

Un estudio evalud la generacion y rendimiento por medio de tres diferentes tipos de
muestras, las cuales incluian plaquetas lavadas, plasma rico en plaquetas y sangre total.
Finalmente, se determin6 que la sangre total se posiciona como la muestra preferida, lo que
se fundamenta en el requerimiento de menos pasos para obtener plaquetas por esta via. Lo
anterior se considera como una ventaja, puesto que la disminucion de pasos pretratamiento,

contrarresta significativamente la activacion y pérdida de plaquetas.

Especulamos que la apertura de mPTP, que conduce a una elevada concentracion de calcio
citosolico, es un evento crucial para la formacién de plaquetas procoagulantes. Por lo tanto, la
formacion de esta subpoblacion de plaquetas se define como un proceso de “todo o nada”. Se
sabe también que el aumento de la concentracion citosélica de Ca- es necesario para la
formacion de plaquetas tanto procoagulantes como no procoagulantes. De lo anterior se
desprende que una concentracion de Ca- mayor y sostenida en el tiempo, da paso a la
formacion de plaquetas procoagulantes, y que una concentracion de Ca= mas baja y menos

sostenida genera plaquetas no procoagulantes.

Tras una investigacion acabada, se ha logrado evidenciar una relacion entre la disfuncion
mitocondrial plaquetaria y las alteraciones asociadas a plaquetas, como el fendmeno de
activacion de éstas y su relacion con diversas enfermedades asociadas. Lo que permite
fomentar esta linea investigativa, buscando una intervencion dirigida a nivel de este organelo,
a modo de regular la actividad procoagulante de las plaquetas por medio de los derivados de
estos compuestos aromaticos Ilamados hidroquinonas, lo que permite abrir una nueva ventana

de tratamiento para contrarrestar/combatir la formacion de trombos en pacientes.
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La incipiente investigacion sobre la funcién mitocondrial ha permitido la identificacion de
pequefias moléculas sintéticas y de origen natural que actian sobre las mitocondrias
inhibiendo la respiracion mitocondrial o mostrando actividad antioxidante mitocondrial. El
propdsito de estos compuestos es evitar la disfuncion a nivel mitocondrial, la activacion de
plaquetas, la hiperpolarizacién de las mitocondrias, y prevenir la trombosis venosa y arterial

sin riesgo de hemorragia.

Ademas, se evidencio que los antioxidantes basados en TPP resultan més efectivos que el
compuesto antioxidante por si solo, a pesar de tener el mismo resto antioxidante, puesto que
su acumulacién al interior de la matriz mitocondrial se magnifica, contribuyendo
directamente a la eliminacion de la produccion de ROS. También los estudios de la relacién
de la estructura-actividad, seran vitales para la posterior generacion de compuestos bioactivos

en muchas enfermedades relacionadas con disfuncion mitocondrial plaquetaria.

Las hidroguinonas han demostrado un potencial extenso en cuanto a utilidad se refiere. Es
un elemento versatil de caracteristicas variadas, el cual puede ser recogido de diversas
maneras y emitir diferentes compuestos que traen beneficios en multiples areas. Desde
materia prima para colorantes hasta el uso dérmico. Actualmente, el estudio de los beneficios
que pueden traer los derivados de hidroquinonas sobre las enfermedades cardiovasculares se
encuentra en desarrollo. No obstante, las apreciaciones actuales dilucidan que es posible una
relacion positiva de hidroguinona-funcion mitocondrial plaquetaria-plaquetas, lo que podria
favorecer la activacion de estos Gltimos elementos y, en consecuencia, evitar una respuesta

negativa ante la formacidn del tapdn plaquetario.

Moleculas como flavanquinonas, derivados de naftoquinona, la inclusion de un grupo
amino libre en fracciones de tiosulfonato de quinona y el uso de la forma oxidada de la
vitamina E, han demostrado accion y mejora sobre la actividad antiplaquetaria, lo cual

evitaria la formacion de coagulos dafiinos para el organismo.
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Se comprende que es muy importante determinar los usos sobre las funciones que se
pueden aprovechar desde las hidroquinonas hacia las diversas lineas celulares estudiadas, por
ejemplo, el andamiaje acil hidroquinona el cual, desempefia funciones positivas sobre células
leucémicas, lo cual tiene un enfoque sobre la fosforilacion oxidativa (ROS) y el receptor de
trombina 6 (TRAP-6). Por otra parte, importante destacar que algunos estudios revelan el
caracter citotoxico a la exposicion de las HQ sobre células endoteliales, células madres
hematopoyéticas y linfocitos; provocando eventos proinflamatorios deteriorando la
vasorelajacion. Estas condiciones se han evidenciado cuando existe una transcripcion génica

de translocacion nuclear de NF-«xB.

Hoy en dia, la basqueda de nuevas terapias para combatir enfermedades cardiovasculares
se ha tornado en un tema de gran interés y amplio estudio. Existen investigaciones acabadas
respecto a el uso de aspirina en la prevencion de ECV (actla bloqueando la formacién de
tromboxano A2) y en torno a los inhibidores de P2Y12 (como el clopidroguel, prasugrel,
ticagrelor) con el mismo fin, los cuales acttan bloqueando la secrecion de ADP y ATP en las
plaquetas. Los mecanismos de accion anteriores son bastante similares a los que presentan los
inhibidores de la GPIIb/llla, pues todos son dirigidos a plaquetas agregadas. En
consecuencia, sus aplicaciones clinicas contindan siendo limitadas, ya que la inhibicién de
plaquetas agregadoras suele ir acompafiado de hemorragia. Por lo tanto, la implementacion de
un nuevo enfoque terapéutico asociado a las plaquetas procoagulantes, orientado a inhibir la
formacion de trombina, sin la afeccion de las plaguetas agregantes (por ende, sin
hemorragia), configuran a esta subpoblacion de plaquetas como una diana para un posible

método antitrombatico.

El oxigeno es vital para la vida, pero representa una paradoja para los organismos que lo
utilizan; si bien este elemento desempefia una funcion importante como aceptor final de la
cadena transportadora de electrones (durante el proceso de respiracion celular), también
constituye el punto de partida para el estrés oxidativo. Es sabido que el 95% de oxigeno que
consumen los organismos aerobios se transforma en H20O en el proceso de respiracion
mitocondrial, mientras que, por otro lado, un pequefio porcentaje (cerca del 5%) es

convertido a especies semirreducidas conocidas ROS. En el caso de ocurrir un desbalance a
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corto plazo del equilibrio antioxidante/pro-oxidantes, se producira el fendmeno conocido
como estrés oxidativo (EO) que genera la disrupcion de los sistemas de sefializacion y
control. En los casos en que los niveles de (EO) sean elevados (como suele ocurrir en las
personas con factores de riesgo como tabaquismo, hipercolesterolemia, cuadros infecciosos,
etc.), una amplia variedad de genes que responden a la oxidacion, puede activarse y codificar
la expresion de factores de crecimiento, quimiocinas y moléculas de adhesion. Sustancias que
tienen la facultad de estimular el crecimiento del musculo liso vascular, favorecer la
interaccion entre los leucocitos y las células endoteliales, evento que contribuye con la
formacion de la placa de ateroma. Aqui radica la importancia de las hidroguinonas y sus
derivados como MitoQ, que se almacena a nivel mitocondrial con el objetivo de prevenir y
proteger el dafio celular inducido por la sobreproduccién mitocondrial de ROS, también
mitoTEMPO que tiene la capacidad de bloquear la generacion de ROS intraplaquetarias y

mitocondriales.

Al finalizar esta revision bibliografica podemos concluir que: las herramientas de trabajo y
las alternativas de estudio para mejorar la calidad de vida de las personas, respecto a las

enfermedades cardiovasculares, avanzan a pasos agigantados.

El uso de nuevos compuestos, otorgan un abanico de posibilidades en los tratamientos, o
mas adn, en el andlisis del comportamiento de las estructuras involucradas en el proceso de
formacion del coagulo. Dejando en claro que existen, dentro de lo desconocido, las claves

para dar un paso mas en los avances hematologicos.
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