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Resumen

Evaluacién de la actividad antiagregante plaquetaria de compuestos derivados de

acido cafeico obtenidos por semisintesis

Las enfermedades cardiovasculares siguen siendo la principal causa de
mortalidad en el mundo, por ello son de gran interés en salud publica. El desarrollo de
nuevas terapias antiplaguetarias presentes en el reino vegetal dirigidas a receptores y
vias de sefializacién claves en el mantenimiento de la eficacia antiplaquetaria
preservando la hemostasia, es un enorme reto para la investigacion. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la actividad antiagregante plaquetaria de compuestos derivados de
acido cafeico obtenidos por semisintesis. Metodologia. Para la evaluacién del efecto
antiagregante se emple6 la técnica de agregometria de transmision de luz (LTA), con 21
ml de sangre total de voluntarios sanos, siguiendo dos fases: La fase 1, para efectuar un
tamizado de la actividad antiagregante de todos los compuestos y la fase 2, para efectuar
curvas concentracion — respuesta de 3 de los compuestos de mayor actividad detectados
en la fase 1. Resultados. En la fase | todos los compuestos, ensayados a la
concentracion inicial de tamizado de 200 pg/ml, mostraron efectos antiagregantes
marcados frente a los inductores de la agregacion plaquetaria &cido araquiddnico (AA,
500 pg/ml) y epinefrina (300 uM), con porcentajes de agregacion inferior al 34%, mientras
se observo una respuesta antiagregante baja en todos los casos frente a ADP (20 uM),
con porcentajes de agregacion superior a 60% y variable, frente a colageno (10 ug/ml),
con porcentajes entre el 25 y 65%, segun el compuesto evaluado. En la fase 2, se
probaron los compuestos de mayor actividad de la fase 1: 3-(3-hidroxifenil) acrilato de
etilo, cafeato de butilo y metil cinamato frente a AA, de los cuales, 3-(3 hidroxifenil)
acrilato de etilo arrojé un perfil concentracion — respuesta, con una concentracion efectiva
50 (1,22x10°M) similar a la del compuesto fuente, &cido cafeico. Conclusion:

Modificaciones estructurales de acido cafeico llevan a la obtencion de compuestos que
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mantienen una actividad variable de tipo antiagregante plaquetaria, vinculada con la ruta
metabdlica del &cido araquidoénico, resultando de particular interés el compuesto 3-(3-
hidroxifenil) acrilato de etilo, cuya potencia antiagregante es comparable a la obtenida
con el compuesto fuente, acido cafeico, lo que le genera interés como compuesto

semisintético con potenciales efectos antiagregantes plaquetarios.

Palabras clave: &cido araquidénico, acido cafeico, antiagregante
plaguetario, derivados de acido cafeico.
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Abstract

Evaluation of the platelet antiaggregant activity of compounds derived from caffeic

acid obtained by semi synthesis

Cardiovascular diseases continue to be the main cause of mortality in the world,
which is why they are of great interest in public health. The development of new
antiplatelet therapies presents in the plant kingdom targeting additional receptors and
signaling pathways, with a focus on maintaining antiplatelet efficacy while preserving
hemostasis, is an enormous research challenge. The objective of this work was to
evaluate the antiplatelet activity of compounds derived from caffeic acid obtained by
semisynthesis. Methodology for the evaluation of the antiplatelet effect, two phases were
followed -using the light transmission aggregometric technique (LTA), with 21 ml of whole
blood from healthy volunteers- phase I, to screen the antiplatelet activity of all the
compounds phase Il, to make concentration-response curves of 3 of the most active
compounds detected in phase 1. Next, all the compounds in the phase 1, tested at the
initial screening concentration of 200 pg/ml, showed marked antiaggregation effects
against the platelet aggregation inducers (PA), arachidonic acid (AA,500 ug/ml) and
epinephrine (EPI) (300 pM), with aggregation percentages below 34 %; while a low
antiplatelet response was observed in all cases against ADP (20 uM), with aggregation
percentage above 60 % and a variable against collagen (COL), between 25 % - 65 %,
depending on the compound evaluated. An effect that was confirmed in phase II, with the
most active compounds: 3-(3-hydroxyphenyl) ethyl acrylate, butyl caffeate and methyl
cinnamate, of which, 3-(3-hydroxyphenyl) ethyl acrylate gave an effective concentration
50 (1,22 x 10'M) similar to that of the source compound, caffeic acid. Finally, the
structural modifications of caffeic acid lead to the obtaining of compounds that maintain a
variable activity of platelet antiaggregant type, linked to the metabolic pathway of
arachidonic acid, being of particular interest the compound 3-(3-hydroxyphenyl) ethyl

acrylate whose potency antiaggregant is comparable to that obtained with the source
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compound, caffeic acid, which generates interest as a semi-synthetic compound with

potential platelet antiaggregant effects.

Keywords: arachidonic acid, caffeic acid, platelet antiaggregant, caffeic acid

derivatives.
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Introduccidén

La aterosclerosis es un proceso de enfermedad arterial panvascular que involucra
las arterias coronarias, cerebrales y periféricas, ademas, es la principal causa de
mortalidad en el mundo. La via fisiopatolégica comin de la aterosclerosis termina en el
estrechamiento u obliteracion de la luz arterial a través de la erosion o ruptura de placas
cargadas de lipidos y altamente inflamatorias con trombosis posterior. Las
manifestaciones clinicas corresponden justo al sistema organico afectado. El corazén vy el
cerebro son los 6rganos que tienen mas secuelas en la vida de los pacientes (Majithia y
Bhatt, 2019).

Las enfermedades cardiovasculares de mayor ocurrencia son la enfermedad
coronaria (EC) y la enfermedad cerebrovascular. Esta condicion incluye cardiopatia
coronaria, enfermedad que compromete los vasos sanguineos que irrigan el miocardio;
las enfermedades cerebrovasculares, que son de los vasos sanguineos que irrigan el
cerebro y las arteriopatias periféricas, los vasos sanguineos que irrigan los miembros

superiores e inferiores (Sanchez-Arias et al., 2016).

La EC es una de las enfermedades mas comunes en la poblacion mundial y
continla perteneciendo a las principales causas de mortalidad en personas mayores de
35 afios y su frecuencia va en aumento. Esta enfermedad causa alrededor de 1,8
millones de muertes al afio, lo que corresponde al 20 % de todos los fallecidos en Europa
con grandes variaciones entre paises (Solla et al., 2011). En Estados Unidos, segun la
American Heart Association International (AHA), en el 2017 las muertes por enfermedad
cardiovascular representaron mas de 801 000, lo que significa que una de cada tres

muertes es debido a la enfermedad cardiovascular (Solla et al., 2011).

En el caso de Colombia y Latinoamérica, el comportamiento es alun mas
preocupante, pues es una de las regiones del mundo con mas factores de riesgo

cardiovascular (sobrepeso, dislipemia y diabetes mellitus). Segun cifras aportadas por
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Ministerio de Salud (MinSalud), en el afio 2011, reportaron que la EC ocupd la principal

causa de casos fatales, lo que fue un total de 29 000 personas las que murieron.

La EC es la enfermedad del corazén secundaria que compromete las arterias que
lo nutren (arterias coronarias). Puede manifestarse como una angina de pecho o en
forma aguda como un infarto de miocardio. La causa mas frecuente de EAC es la
aterosclerosis que se produce cuando se forma una sustancia cérea dentro de las
arterias coronarias, lo cual disminuye la cantidad de oxigeno que llega al corazon y
puede ocasionar un infarto agudo al miocardio (Texas Heart Institute, 2020). Entre las
manifestaciones de la EC, se destaca el sindrome coronario agudo (SCA), cuya causa es
la complicacion de una placa de ateroma existente con anterioridad en un vaso coronario
gue facilita los procesos de adhesion, activacién y AP; asi como la activacion de la
cascada de la coagulacion y la consecuente formacion de un trombo, que provocara
distintos grados de obstruccioén al flujo coronario. Los cuadros se manifestaran segun la
severidad del dafio de la placa ateromatosa, la asociacion de vasoespasmos,
antecedentes de isquemia e integridad del miocardio y segun su magnitud como Al,
infarto miocéardico agudo sin elevacion del segmento ST (IMASEST), infarto miocéardico

agudo con elevacion del segmento ST (IMACEST) o como MSI.

Por otro lado, como prevencion primaria se pueden implementar habitos
saludables en la dieta y disminuir el sedentarismo, pues son una alternativa eficaz para
reducir el riesgo cardiovascular. En la prevencién secundaria se utilizan antiagregantes
plaquetarios, tipo ASA, como una herramienta esencial para reducir el riesgo de
desarrollar una enfermedad aterotrombotica, lo cual logra limitar de sobremanera la
morbimortalidad. No obstante, el aumento de hemorragias concomitantes con la

terapéutica disponible ha disminuido la intensificacioén de los regimenes antiplaquetarios.

De esta forma, desarrollar nuevas terapias antiplaquetarias dirigidas a receptores
adicionales y vias de sefializaciébn con un enfoque en el mantenimiento de la eficacia
antiplaquetaria mientras se preserva la hemostasia, es un enorme reto para la
investigacion, la cual estd enfocada en mejorar los resultados de los pacientes con

enfermedades aterotrombéticas.

La busqueda de metabolitos secundarios presentes en el reino vegetal puede

contribuir en la identificacion de compuestos, los cuales sirven como base para la
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obtencion de agentes, que mejoren el equilibrio entre la agregacion y el sangrado en las
enfermedades aterotromboticas. Estudios realizados con anterioridad, desde el
departamento de Farmacia, de la facultad de ciencias de la Universidad Nacional
(UNAL), llevaron a la identificacibn de efectos antiagregantes plaquetarios en los
compuestos AC y ACG, metabolitos polifendlicos identificados en la especie Solanum
tuberosum (N.V. “papa”) (Buitrago et al., 2007; Buitrago, 2012; Buitrago et al., 2019).

Asi pues, una de las estrategias para proseguir con esta linea de investigacion ha
sido la obtencion de compuestos semisintéticos a partir de estos metabolitos con miras a
examinar su efecto sobre la AP. El objetivo del trabajo fue evaluar la actividad

antiagregante de compuestos derivados del AC obtenidos por semisintesis.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad antiagregante plaquetaria de compuestos derivados de AC

obtenidos por semisintesis.

Objetivos especificos

e Evaluar la actividad antiagregante plaquetaria 3-(3-hidroxifenil) acrilato de etilo
(DACO02).

¢ Evaluar la actividad antiagregante plaquetaria del cafeato de butilo (DACO08).

e Evaluar la actividad antiagregante plaquetaria del metil cinamato (DAC11).
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1 Marco teérico

1.1 La plaqueta

Las plaquetas son fragmentos subcelulares enucleados de megacariocitos de la
médula 6sea. En el cuerpo humano, casi el 70 % de las plaquetas estan presentes en la
circulacion sanguinea y el 30 % se almacenan en el bazo. Por otro lado, las plaquetas
desempefian un papel fundamental en la hemostasia normal al detener la pérdida de
sangre después de una lesion vascular adhiriéndose a los sitios de esta, pues reclutan
otras plaquetas y células sanguineas al coagulo en desarrollo y activan la cascada de
coagulacion del plasma (la hemostasia primaria). En sincronia con los productos finales
de la cascada de coagulacién, dominante reticulada fibrina, se forma un coagulo mas
estable. Sin embargo, por estos mismos mecanismos, las plaquetas también contribuyen,
de primera mano, a la trombosis vascular patol6gica en la blusqueda constante de medios

para prevenir o templar la enfermedad vascular.

Las plaquetas son células sanguineas anucleadas (de 2 a 4 um de diametro) con
multiples funciones y una vida Util corta que circula en la sangre durante 7-10 dias en
humanos. Después, estas se eliminan en el higado y bazo. Asimismo, el trombopoyesis
(la produccién de plaquetas) se produce, ante todo, en la médula 6sea y es precedido por
la diferenciacion del tallo hematopoyético de células en megacariocitos poliploides (50-
100 ym en de diametro), que desprenden numerosas protuberancias citoplasmaticas de
ramificacién larga llamadas proplaquetas. Para la formacién de plaquetas, trabaja la
trombopoyetina, que es producida en el higado, y activa el receptor de trombopoyetina en
los megacariocitos para inducir la formacion de proplaquetas a través de un mecanismo
gue se activa con recuentos bajos de plaguetas en sangre (Van der Meijden y
Heemskerk, 2019).
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Figura 1-1: Trombopoyesis
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Nota. Tomado de “El megacariocito: una célula muy original”, por A. Gonzalez, P Bizarro
Lemus M ,2019, Rev. Fac. Med. (Méx.) 62.
( https://doi.org/10.22201/fm.24484865e.2019.62.1.02.)

1.2 Funciones de la plaqueta

Las plaguetas son multifuncionales y estan involucradas en muchos procesos
fisiopatologicos, incluida en la hemostasia y trombosis, retraccion del coagulo,
constriccion de vasos y reparacion, inflamacién, la promocion de la aterosclerosis,
defensa del huésped e incluso crecimiento tumoral/metastasis; aunque la investigacion
sobre estas esta encaminada a la hemostasia (Harrison, 2005). Tras el dafio de la pared
del vaso, las plaquetas presentan respuestas reguladas que incluyen adhesion,
propagacion, reacciones de liberacion, agregacion, exposicion de una superficie
procoagulante, formacion de microparticulas y retraccion de codgulos. Todas estas
respuestas estan encaminadas a formar un tapon hemostatico, lo mas pronto posible,
para prevenir la pérdida de sangre. Si alguna de estas respuestas o el numero de las
plaguetas es reducido, la hemostasia se ve comprometida en general. Por otro lado, si
las plaqueas estan aumentadas o estan hiperreactivas pueden causar problemas de
trombos, en el caso que sea una arteria con alto cizallamiento se formaria al interior una
placa ateromatosa, lo que causa IAM o ECV, dos de las principales causas de morbilidad

y mortalidad en Occidente (Harrison, 2005).
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Figura 1-2: Funciones de la plaqueta
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Nota. Adaptado de “Platelet function analysis”, por P. Harrison, 2005, Blood Reviews, 19,
(2). (https://doi.org/10.1016/j.blre.2004.05.002)

1.3 Ultraestructura de la plagueta

Aunque su estructura parece simple al ser una célula anucleada, es organizada,
compleja y metabdlicamente activa. Se puede agrupar en cuatro zonas segun su
estructura y funcion, estas son: zona periférica, zona sol-gel, zona de organulos y zona o
sistema de membrana. Los principales organulos de la plagueta son la membrana
plasmatica, el citoesqueleto, el sistema canicular abierto (OCS), el sistema tubular denso
y los granulos. Sin embargo, estan presentes otros, como las mitocondrias y granulos de
glucégeno. A continuacion, se describen los principales aspectos de las estructuras

relacionadas con su funcion.
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1.3.1 Zona periférica

La zona periférica de las plaquetas consta de una membrana y sus
invaginaciones, las cuales forman el OCS. Ademas, esta cubierta por una gruesa capa

superficial de glucocalix y un sistema canicular vinculado a la superficie llamado OCS.

1.3.2 Membrana plasmatica

La membrana plasmatica de la plagueta participa en las interacciones con el
medio externo, por lo que ocupa un papel central en su fisiologia. En reposo es una
bicapa fosfolipidica, en su parte interna esta constituida por fatidiletanolamina,
fosfatidilcolina y fosfatidinosito y en su parte externa esta constituida por la esfingomielina
y fosfatidilcolina, que estda distribuida. Durante la activacion plaquetaria, estos
fosfolipidos, en particular el fosfatidilinositol, apoyan la activacion plaquetaria al
suministrar AA, un &cido graso insaturado que se convierte en eicosanoides, incluido el
potente tromboxano A2, implicados en la transmision de las sefiales recibidas en la
membrana (Jeske, 2020).

En ella se encuentran glicoproteinas y proteoglicanos que soportan
glicosaminoglicanos de superficie, oligosacaridos, glicolipidos y receptores glicosilados
esenciales, los cuales cumple la funcién de ligando o agonistas, pues transmiten su
estimulo a través de la membrana a los organulos de activacion internos (Tabla 1-1). Su
superficie plaquetaria, llamada glucocalix, también absorbe albimina, Fl y otras proteinas
plasmaticas y, en muchos casos, las transporta a organulos de almacenamiento
(Monteiro et al., 2001). Sin perder la continuidad de la membrana, el colesterol la
estabiliza, mantiene su fluidez y ayuda a controlar el paso transmembranoso de

materiales a través de la membrana plasméatica semipermeable (Jeske, 2020).

Tabla 1-1: Glicoproteinas de la membrana plaquetaria

Nomenclatura
de Nomenclatura actual Ligando Comentarios
electroforesis
GP la/lla Integrina: a2b1. COL. Regula al alza mediante la
integrina: avb1. Vitronectina (VTN). activacion de  adentro
Integrina: a5b1. Laminina. hacia afuera que depende
Integrina: a6b1. Fibronectina. 3? la union del COL a GP
CAM de la familia de Receptor clave de COL
GP VI genes de COL. desencadena la activacion,
inmunoglobulinas. liberacibn de agonistas
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que aumentan la avidez de
las integrinas a2bl vy
allbb3.

GP Ib/IXIV

CAM de la familia de
repeticioén rica en
leucina.

VWEF y trombina se unen a
GP Iba, la trombina
escinde un sitio en GP V.

GP Ib / IX / V es un
complejo 2: 2: 2: 1 de GP
Iba y Ibb, GP IX y GP V.
Hay 25000 copias en la
superficie de la membrana
plaguetaria en reposo, 5 %
- 10% en el granulo a

membrana, pero pocos en
la membrana SCCS. GP
Iba es el sitio especifico de
VWE.

GP Illb y GP llla se
distribuyen en la superficie
de la membrana, SCCS y
membranas de granulos a
(30 %).

GP lIb/llla Integrina: allbb3 Fl, VWF.

Nota. Adaptado de “Platelet production, structure, and function”, por W. Jeske, 2020,
Rodak’s Hematology. (https://doi.org/10.1016/b978-0-323-53045-3.00019-2)

1.3.3 Sistema canicular conectado a la superficie

La membrana plasmatica invade el interior de las plaguetas, lo que produce un
sistema canicular tnico conectado a la superficie. Esto permite que la plaqueta almacene
cantidades adicionales de las mismas proteinas hemostéaticas que se encuentran en la
glucocalix. También proporciona una mejor interaccién de las plaquetas con su entorno,
lo que aumenta el acceso al interior de estas y la salida de productos de liberacién. Es
responsable del intercambio molecular con el entorno extracelular, este sistema
representa una via de acceso de sustancias plasmaticas a lugares mas internos de la
célula y, durante la activacién plaquetaria, constituye una reserva de membrana
plasmatica que permite el cambio de forma y la emision de pseuddpodos. Alli se produce
la endocitosis de liberacion significativa de moléculas durante el proceso de secrecion de

plaquetas después de la activacién (Spencer y Becker, 1997; Geraldo et al., 2014).

1.3.4 Sistema tubular denso

El sistema tubular denso es un remanente condensado del sistema endoplasmico
rugoso, constituye el principal lugar de almacenamiento del calcio intraplaguetario, y

acumula Ca?" debido a la presencia de un transportador Ca?* ATPasa. Ademas, soporta
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una serie de enzimas que apoyan la activacion plaquetaria incluida la fosfolipasa A2,
ciclooxigenasa y tromboxano sintetasa, que apoya la produccion de tromboxano A2 y
fosfolipasa C, las cuales contribuyen a la produccién de moléculas de sefializacion

trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol (DAG).

Figura 1-3: Plagquetas, diagrama de sus organelos en reposo y activada
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Nota. Adaptado de “Platelet production, structure, and function”, por W. Jeske, 2020,
Rodak’s Hematology. (https://doi.org/10.1016/b978-0-323-53045-3.00019-2)

1.3.5 Zona sol-gel: citoesqueleto

La zona sol-gel se encuentra debajo de la zona periférica. Esta compuesta por un
citoesqueleto que se forma por dos estructuras: un conjunto de microttbulos cercano a la
membrana y una malla densa de filamentos de actina. Es el responsable del cambio de
forma de las plaquetas después de la activacion y de los microtibulos necesarios para

mantener la forma discoide.

Cuando las plaguetas se activan, una cantidad adicional de actina polimeriza se
asocia a otras proteinas, tales como la tropomiosina, la a-actinina y la ABP; lo que
determina la organizacion de los filamentos en una red tridimensional periférica y la
formacion de heces. Al originar los pseudépodos, estas proteinas son las que activan las

plaguetas morfolégicamente. La contraccién de los filamentos periféricos hace que los
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granulos dispersos en el citoplasma ocupen una posicion central y, a la vez, liberen sus

contenidos via SCA.

Todo empieza con la fosforilacion de las cadenas ligeras de miosina reguladoras
(MLC) en serina 19 de miosina IlA, que estimulan la actividad ATPasa, la cual permite la
interaccion de los filamentos de miosina con actina. La interaccion actina-miosina
conduce a la contraccion del citoesqueleto de actina necesaria para el cambio de forma,

extension de pseuddpodos y secrecidon granular.

Por su parte, los agonistas plaguetarios estimulan el proceso de sefializacion al
coordinar la activaciéon simultanea de dos enzimas reguladoras: MLC quinasa (MLCK) y
MLC fosfatasa. Estas enzimas activan la fosforilacion de MLC, luego, los microtibulos

dirigen la centralizacién granular para la divulgacion de su contenido a través del OCS.

1.3.6 Microtubulos

Los microtubulos son estructuras compuestas por moléculas de tubulina, que son
heterodimeros relacionados a dos polipéptidos globulares, la ay b. La funcion de los
microtabulos es el mantenimiento de la forma discoidea de las plaquetas en reposo.
Durante la activacién, los microtibulos se contraen y centralizan los organelos para la
secrecion al sistema canicular, y, a su vez, migran a la periferia para formar los
seudopodos. La malla de actina posee el esqueleto submembranoso y los filamentos
citoplasmaticos. Su funcion es aportar al cambio de forma de la plaqueta, formacion de
seuddpodos y reorganizar lo complejos de GPs (Ib-IX-V) en la membrana (Bermejo,
2017).

1.3.7 Organulos

Los organulos estan distribuidos ampliamente por las plaquetas, delimitados por
una membrana individual lo que hace caracteristico su contenido especifico, se
distinguen los granulos a, los granulos densos, los lisosomas. En la activacion, estos se

centralizan y secretan su contenido.
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1.3.8 Granulos a

Los granulos a son los mas prominentes y los que se encuentran en mayor

namero (entre 50 a 80 por plagueta). Estan llenos de proteinas, algunas endocitosadas,

otras sintetizadas dentro del megacariocito y almacenadas en plaquetas. Varias

proteinas de granulos estan unidas a la membrana, a medida que la plagueta se activa,

las membranas de granulos a se fusionan con el SCCS. Por esta razén, su contenido

fluye al microambiente cercano.

Las proteinas al interior de los granulos tienen dos origenes: en primer lugar, la

membrana endocita se halla al interior del granulo, como es el caso del FI que se

encuentra en la circulacion; y, en segundo lugar, son sintetizadas por el aparato de Golgi

como el VWF, factor V y la trombospondina. Hay tres proteinas que se consideran

exclusivas de las plaquetas: el factor plaquetario 4 (PF4), la R-tromboglobulina (3-TG) y

el factor de crecimiento derivado de la plaqueta (PDGF).

Tabla 1-2: Granulos a: proteinas y funciones

Categorias Contenido de a granulo Funciones

Interacciones de contacto

Proteinas VWF + pro-péptido, Fg, Fn, Vn, TSP-1, |celular, hemostasia primaria y

adhesivas TSP-2, laminina-8. constituyentes de la matriz
extracelular.

:;ag(tgejlgfién Factor V/Va, factor XI, multimerina, proteina %?:gca}gfn delde o étrtL)]?;blna,

9 S, HMWK, proteasa, nexina-1 y -2, TFPI, . L 9 Y

y sus o . proliferacion de la matriz

A inhibidor de proteina C, gas 6.

inhibidores extracelular.

Factores Plasminégeno, PAI-1, u-PA, az2- L .
Produccion de plasmina vy

fibrinoliticos y
sus inhibidores

antiplasmina,
TAFI, a2-macroglobulina.

remodelacién vascular.

Proteasas y
antiproteasas

MMP-1, -2, -4, -9, ADAMTS13, ADAMS10,
ADAMS17 (TACE), TIMPs 1- 4, inhibidor
plaquetario del FIX, C1 inhibidor, al -
antitripsina.

Angiogénesis, regulacién de la
coagulacion y de mecanismos
celulares.

Factores
de crecimiento
y mitogénicos

PDGF (A, By C), EGF, IGF-1, VEGF (A y
C), bEGF (FGF-2), HGF, BMP-2, -4, -6,
CTGF, SCUBE1, IGFBP3.

Quimiotaxis, proliferacion celular
y angiogénesis.

Quimioquinas,

TGF-B1 y -B2, IL-1, RANTES (CCL5), IL-8,
MIP-1a, MIP-2, GRO-a, MCP-1, MCP-3,

Regulacion de angiogénesis,

citoquinas y PF4, B-TG, NAP-2, angiopoyetina-1, | quimiotaxis, interaccién celular,

otros HMGBL1, IL-6sR, endostatina, osteonectina, | remodelacion vascular.
dickkopf-1, osteoprotegerinas.

Proteinas

antimicrobianas

Trombocidinas, quinocidinas.

Bactericida y fungicida.

Glicoproteinas
de membrana

allbb3, avb3, GPIb, PECAM-1,
constituyentes de la membrana plasmatica,
receptores para agonistas primarios, P-
selectina, TLT-1, CD63, CD40L, TF, TRAIL,

Adhesion y AP, endocitosis de
proteinas, secrecion,
inflamacion, generacion  de
trombina, interaccion plaqueta-
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furina, celubrevina, syntaxina-2, clatrina. leucocito y plaqueta pared
vascular.

4-sulfato de condroitina, albimina,
inmunoglobulinas G y M, precursor de
amiloide b proteina, factor H de
complemento, semaforina 3.2,

Otras

Nota. Tomado de “Plaguetas”, por E. Bermejo, 2017, Hematologia, (21).
(http://www.sah.org.ar/revista/numeros/vol21/extra/06-Vol%2021-extra.pdf)

1.3.9 Granulos densos

Hay de dos a siete granulos densos por plaqueta, aparecen mas tarde que los
granulos a en los megacariocitos. Su contenido es, sobre todo, serotonina
(vasoconstrictor), cationes divalentes como Ca2+, Mg2+, ADP y ATP. En su membrana
poseen receptores tipo GP53 (granulofisina-CD63) GPlIbllla y P-selectina. Después de la
activacion, el contenido de los granulos densos es secretado directamente por fusién con
la membrana plasmatica y las proteinas de membrana son translocadas a la superficie. A
diferencia de los granulos a que emplean el SCCS, los granulos densos migran a la

membrana plasmatica y liberar su contenido justo en el plasma en activacién plaquetaria.

1.4 Activacion plaguetaria

La activacion plaquetaria se inicia con la unién del agonista a receptores de la
membrana plasmatica plaquetaria debido a sustancias generadas, ya sea a partir de la
lesion del epitelio donde los agonistas que interactian en la activacion plaquetaria son
macromoléculas de la matriz subendotelial (COL, VWEF), hormonas circulantes
(adrenalina y vasopresina) y trombina; o porque las plaquetas ya activadas (tromboxano
A,, ADP, serotonina) y sustancias son producidas por otras células (factores de
activacion plaquetaria). Durante la activacion plaquetaria, mientras se dan los cambios de
forma, ocurre la despolimerizacion reversible de los microtlbulos y su desplazamiento de
la periferia a una posicion mas central. En paralelo, se incrementa el contenido en actina
filamentosa, proceso regulado por el incremento de la concentracién de Ca®'y por la

interaccion de proteinas reguladoras de la actina con lipidos de la membrana.

Existen varias vias de activacion de las plaguetas. Las proteinas G controlan la
activacion celular de todas las células en la superficie interior de la membrana. Las

proteinas G son heterotrimeros ABG (proteinas compuestas por tres péptidos diferentes)
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gue se unen al difosfato de guanosina (GDP) cuando estan inactivos. La unidn receptor-
ligando (agonista) de membrana promueve el GDP de liberacién y su reemplazo con
guanosina trifosfato (GTP). La porcion Ga de la molécula G de tres partes se disocia
pronto, ejerce la actividad enzimatica de guanosina trifosfatasa e hidroliza el GTP unido a
GDP, por lo que libera un fosfato radical. Lo que causa la fosforilacion para

desencadenar sintesis de eicosanoides o via IP3-DAG (Offermanns, 2006).

Para la via de los eicosanoides se debe tener en cuenta que el interior de la
membrana plaquetaria es rico en fosfatidilinositol, un fosfolipido cuyo El carbono namero
2 se une al 4cido 5, 8, 11, 14-eicosatetraenoico, conocido como AA. La unién receptor-
ligando de membrana y la consiguiente activacion de la proteina G desencadena la

fosfolipasa A2 que causa esta union.

La escision libera AA al citoplasma donde se convierte en el sustrato de la
ciclooxigenasa, anclada en el DTS. La ciclooxigenasa trasforma el AA en prostaglandina
G2 y prostaglandina H2. Luego, el tromboxano sintetasa actla sobre la prostaglandina
H2 para producir TXA2. Este se une a los receptores de membrana Tpa o TPb, lo que
inhibe la actividad del adenilato ciclasa y reduce las concentraciones de CAMP que
moviliza el calcio i6nico del DTS. El aumento del nivel de calcio citoplasmico provoca la
contraccién de los microfilamentos de actina, lo que produce un cambio de forma de las

plaguetas y una mayor activacion de las plaguetas.

Al final, la dltima via de activacion, también dependiente de proteina G, es la via
IP3-DAG. La activacion de la proteina G desencadena la enzima fosfolipasa C, que
escinde la membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para formar IP3 y DAG,
ambos segundos mensajeros para la activacion intracelular. El IP3 promueve la
liberacién de calcio i6nico del DTS que desencadena la contracciéon del microfilamento de
actina (Jeske, 2020; Offermanns, 2006).

1.4.1 Adhesion

La adhesion inicial de las plaquetas a un vaso lesionado es un proceso pasivo,
pues esta union resulta en la activacion celular y la favorece. La membrana plasmatica
contine mas de 50 receptores distintos, incluidos miembros de la familia de la integrina de
la molécula de adhesiéon celular (CAM) (la familia de repeticiones rica en leucina, la

familia de genes de inmunoglobulina y la familia de selectinas), la familia de receptores



29 Evaluacién de la actividad antiagregante plaquetaria de compuestos derivados

de acido cafeico obtenidos por semisintesis

de siete transmembranas y algunos receptores diversos. Estas interacciones resultan en
la modulacion de la actividad de canales idnicos, enzimas asociadas a la membrana y
citoplasméaticas, que generan segundos mensajeros, transmisores de la sefial de
activacion a sistemas efectores responsables de las manifestaciones externas de

activacion de la plaqueta (Alberto et al., 2018).

Por otro lado, la adhesion al subepitelio depende, de alguna forma, de las
condiciones y hostilidad del medio. En condiciones de bajo coeficiente de cizallamiento,
las plaquetas se adhieren al COL, fibronectina, laminina, VTN y trombospondina del
subendotelio. Pero si hay alto cizallamiento (lecho arterial y microcirculacién), se une al
VFW. El complejo GP Ib/IX/V es el principal receptor implicado en la adhesion en estas

condiciones.

La adhesién es favorecida en este momento por la expansion de la plaqueta de
paso, de forma de discoide a esferoide, y la emision de pseudépodos como resultado de
la reorganizacion del citoesqueleto. Esto favorece no solo el proceso de adhesion de las
plaquetas al subendotelio, sino también la interaccién con otras plaquetas (Monteiro et
al., 2001).

1.4.2 Agregacion

La agregacion consiste en la unién de las plaquetas activadas unas a las otras. La
activacion ocurre después del contacto con el subendotelio. Ademas de la exposicion al
COL vy la secrecion de VWF, la lesion de los vasos sanguineos expone el factor tisular
expresado en las células subendoteliales del musculo liso y los fibroblastos. El factor
tisular desencadena la produccién de trombina, que escinde las plaquetas PAR1 y PARA4.
Esta activacion adicional genera el “COL y la trombina activados” o plaquetas COAT

integral a la base celular.

Mientras tanto, los activadores plaquetarios TXA2 y ADP son secretado de los
granulos de plaguetas al microambiente, donde activan las plaquetas vecinas a través de
sus respectivos receptores y desencadenan la activacion de la integrina de adentro hacia
afuera allbb3 (receptor GP lib/llla), lo que le permite unirse a secuencias RGD de Fl y
VWEF, por consiguiente, apoyan la union de plaqueta-plaquetas. Asimismo, la P-selectina

de las membranas de los granulos a se mueve hacia la superficie de la membrana para
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promover la unién de las plaguetas con los leucocitos. De los agentes que causan

agregacion se pueden agrupar de la siguiente manera:

1. Agentes agregantes primarios: son los que llevan directo a la agregacion a
través de mecanismos no mediados por la sintesis de prostanoides o por la
liberacién del contenido plaquetario de ADP; o sea, exponen justo los sitios
receptores del FI de los que son ejemplo la trombina y el ADP, dan la formacion
del “coagulo blanco” compuesto ante todo de plaquetas y VWF y es clave en la

hemostasia primaria.

2. Agentes agregantes secundarios: sustancias que promueven la AP al estimular
la liberaciébn de ADP y/o produccion de endoperdxidos y TXA2. Es decir, la
secrecion del contenido de los granulos a y densos que inician la hemostasia
secundaria (coagulacion) y a la formacién del coagulo rojo que este compuesto de

fibrina y glébulos rojos.

Figura 1-4: Agregacion, diagrama de ligandos y receptores.
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Nota. Tomado de “Platelet production, structure, and function”, por W. Jeske, 2020,
Rodak’s Hematology. (https://doi.org/10.1016/b978-0-323-53045-3.00019-2); y
“Harnessing the platelet signaling network to produce an optimal hemostatic response”,
por L. Brass et al., 2013, Hematology/Oncology Clinics of North America, 27, (3).
(https://doi.org/10.1016/j.hoc.2013.02.002)

1.4.3 Secrecion

Las plaquetas ya activadas liberardn su contenido granular. La activacién de

afuera hacia adentro de las plaquetas se da través de STR (ADP unido a P2Y12) y el
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producto de GP VI desencadena la contraccién del microfilamento de actina. Asimismo,
los filamentos intermedios se contraen moviendo los microtibulos hacia adentro para
comprimir los granulos. El contenido de a-granulos y lisosomas fluye a través del SCCS,
mientras que los granulos densos migran a la membrana plasmatica donde se secreta su
contenido. Los contenidos de los granulos densos son vasoconstrictores de moléculas
pequefias y agonistas plaguetarios que amplifican la hemostasia primaria. La mayoria del
contenido de los granulos a son proteinas de coagulacion de moléculas grandes que

participar en la hemostasia secundaria.

1.5 Agonistas agregacion plaquetaria (AP)

Una vez que se ha producido la lesion vascular, las plaquetas se activan por COL
expuesto, trombina generada de manera local, TXA2 derivado de plaquetas y ADP que
se ha liberado de las células dafiadas o se ha secretado a partir de granulos densos en
plaquetas. El patron de flujo de los glébulos rojos circulantes facilita la adhesion de las
plaquetas al COL. Posteriormente, empuja las plaquetas mas cerca de la pared del vaso,
lo que permite que la GPlba, en la superficie de las plaquetas, sea atrapada por el
dominio Al del VWF unido al COL (Farndale, 2006).
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Figura 1-5: Descripcion general de la activacion plaquetaria.
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Nota. Tomado de “Mechanisms of platelet activation: thromboxane A2 as an amplifying
signal for other agonists”, por G. Fitzgerald, 1991, The American Journal of Cardiology,
68, (7). (https://doi.org/10.1016/0002-9149(91)90379-y)

1.5.1 Activacion plaquetaria por COL

En el tejido sano, el COL, que apoya la pared de los vasos sanguineos y el tejido
circundante, esta oculto por capas de células endoteliales y no puede entrar en contacto
con las plaquetas circulantes. No obstante, si hay dafio en el epitelio, el COL se expone y
pueden interactuar con los componentes celulares de la sangre, asi como con las
proteinas del plasma sanguineo. La superficie de la plaqueta contiene una serie de
receptores de proteinas que detectan la presencia en el medio extracelular de moléculas

especificas al incluir hormonas, citocinas y otras especies.

El COL se une a varios de estos receptores en la superficie de las plaquetas, en
particular, a la integrina a2B1 y la glicoproteina VI (GpVI). También pueden ocurrir
interacciones ligando receptor con el factor Von Willebrand (VWF). En condiciones in vivo
de flujo arterial, el VWF juega un papel esencial. Este se une a la superficie plaquetaria a
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través del complejo glicoproteina Ib / V / IX e interactda justo con Gplba a través de su
Al dominio y también en sitios especificos del COL a partir de su dominio A3. Asi, una
serie de receptores plaquetarios contribuyen a la interaccion de las plaquetas con COL.
Se han identificado cuatro receptores de COL en humanos, dos se unen al COL
(integrina a2bl y GPVI); los otros dos (allbb3 y GPIba) se unen a través de VWF. De
estos receptores, GPVI es el de sefializacibn mas potente (Brass et al., 2013;
Murugappan, 2006).

1.5.2 Activacién plaquetaria por ADP y receptores purinérgicos

El difosfato de adenina (ADP) es un importante agonista fisiolgico que juega un
papel vital en la normalidad hemostasia y trombosis. Los receptores P2Y12 y P2Y1 son
acoplados a la proteina G activada por ADP e inhibida por ATP. Con respecto a la
agregacion mediada por nucleétidos de adenina en plaquetas, el receptor P2Y12 el
receptor mas importante, puede acoplarse a la subunidad Gai que conduce a la inhibicion
de adenil ciclasa, el cual media la conversién de ATP a AMP. En consecuencia, los
niveles disminuidos de CAMP pueden conducir un aumento de la activacion plaquetaria,
a partir de la activacién de los receptores P2Y12 mediada por ADP, que conduce a la
activacion de PI-3 quinasa (PI-3K) a través de GPy. El receptor P2Y12 contribuye a la
respuesta de calcio mediada por ADP (por P2Y1) en plaquetas, por lo que activa PI-3K
(Fontana, 2003; Koupenova y Ravid, 2018).

Es indispensable nombrar la funcion del ATP en la AP; el ATP se une al receptor
P2X1, que es un receptor tipo canal i6nico, controlado por ligando, el cual es activado por
ATP e inhibido por ADP. La unién de ATP al receptor P2X1 conduce a la entrada de
calcio a las plaquetas; quiza la plaqueta posee receptores de ATP y ADP con el fin de
establecer una regulacion equilibrada de la hemostasia o formaciéon de trombos, que
depende de la intensidad de la lesion de los vasos. La union de ATP al receptor P2X1
resulta en un cambio transitorio de forma plaquetaria, desgranulacién plaquetaria,
formacion de pseudopodos y activacion plaquetaria (Brass, 2003). Durante el alto
cizallamiento por estrés, el P2X1 activado por ATP también contribuye a las plaguetas
inducidas agregacion por reordenamientos citoesqueléticos, mediados por MLC. EI ATP
también puede contribuir a la secrecién plaquetaria de TxA2 y mejorar la agregacion

mediada por TxA2.



Marco teérico 34

1.5.3 Activacién plaquetaria por trombina

La trombina activa las plaquetas humanas al escindir y activar PAR-1 y PAR-4. A
su vez, estos receptores activan Gq, G12, lo que lleva a la activacién de PLC, PI 3-
guinasa y las proteinas G monomeéricas (Rho, Rac y Rapl). Ademas, causa un aumento
en la concentracion citosélica de Ca2 e inhibe la formacion de AMPc. Este proceso es
compatible por ADP y TxA2 lanzados, que se unen, a su vez, a su propios GPCR en la
superficie de las plaquetas (figs. 3, 4). Por otro lado, la escisibn de PAR-4 humano
requiere de una mayor concentracion de trombina que la escision de PAR-1 y es
probable que PAR-1 seas el receptor de sefializacion predominante a bajas
concentraciones de trombina, pero la activacion de PAR-4 puede ser sostenida
(Fitzgerald, 1991).
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Figura 1-6: Activacion plaguetaria por trombina

signaling signaling signaling
and cytoskeleton
interactions

Nota. Tomado de “Mechanisms of platelet activation: thromboxane A2 as an amplifying
signal for other agonists”, por G. Fitzgerald, 1991, The American Journal of Cardiology,
68, (7). (https://doi.org/10.1016/0002-9149(91)90379-y)

1.5.4 Activacion plaquetaria por TXA2

El tromboxano (TX) A2 es el predominante de la familia de lipidos conocidos
como eicosanoides, que son metabolitos del AA generados por la accién secuencial de
tres enzimas: fosfolipasa A2, COX-1 / COX-2 y TxA2 sintasa (TXAS) (Gresele et al.,
2012). Es liberado por una variedad de células, plaquetas macréfagas, neutréfilos y
células endoteliales. Tiene propiedades protromboéticas que estimulan la activacion de las
plauetas y la AP. Ademas, TXA2 es un vasoconstrictor y se activa durante los
momentos de lesién e inflamacion de los tejidos, a partir de sus acciones biol6gicas a

través del receptor TXA2 denominado TP, el cual est4 acoplado a la proteina G.

1.5.5 Activacién plaquetaria por EPI

La EPI se considera un agonista débil, pues no tiene efecto directo detectable
sobre la fosfolipasa C y no causa cambio de forma. Las respuestas a la EPI en las
plaguetas estan mediadas por receptores adrenérgicos a2. Por otro lado, la potenciacién,

por lo general, se atribuye a la capacidad de la EPI para inhibir la formacion de AMPc,



Marco teérico 36

aunque puede desencadenar la hidrolisis de fosfoinositidos de forma indirecta al
estimular la formacion de TXA2 (Gresele et al., 2012).

1.6 Patologia de Agregacion plaquetaria (AP)

En linea con lo anterior, al suceder un dafio en un vaso sanguineo, ocurre la
estimulacion neural que provoca vasoconstriccion transitoria del vaso afectado. Ademas,
las células dafiadas liberan endotelina, lo que promueve ain mas la vasoconstriccion
para mitigar la pérdida de sangre. EI COL subendotelial queda expuesto en el sitio de la
lesion, a glucoproteina plasmatica del factor VWF liberada de los cuerpos de Weibel-
Palade de las células endoteliales, esta se une al COL expuesto y sirve como sitio de
adhesion de las plaquetas a la superficie del vaso con pérdida del endotelio. Las
plaguetas se unen al VWF mediante su receptor GPIb, lo que da como resultado un
cambio conformacional y la activacion de las plaquetas y provoca la liberacion de
mediadores hemostéaticos de los granulos de las plaquetas incluido el VWF adicional, que

se encuentra en los granulos alfa para potenciar la acumulacién de plaquetas.

Cuando empieza la desgranulacién su activaciéon contindia a lo largo de un circuito
de retroalimentacion positiva. El difosfato de adenosina (ADP) liberado de los granulos
densos se une a los receptores P2Y1 y P2Y12, ubicados en la membrana plaquetaria, lo
gue introduce la expresion del receptor GPIlIb/llla. Este receptor plaquetario recién
insertado, junto con el TXA2 producido por la enzima ciclooxigenasa plaquetaria, permite
la AP. El FI de los granulos alfa actia como enlace entre los receptores GPIIb/llla en

diferentes plaquetas (Varga-Szabo et al., 2008; Ghoshal y Bhattacharyya, 2014).

La mayoria de las plaquetas nunca experimentan una adhesion firme en la
circulacion, solo cuando la capa de células endoteliales de los vasos sanguineos esta
dafada por lesiones o alteraciones patologicas, como las que se encuentran en la
aterosclerosis, (hiperagregacion), diabetes mellitus. El potencial adhesivo de las
plaguetas se vuelve aun mayor; en estas condiciones, los componentes de la matriz
extracelular subendotelial (MEC) estan expuestos y desencadenan activaciéon y adhesion
plaquetarias repentinas. Las plaquetas producen y liberan diversos estimulos solubles
gue refuerzan la adhesion plaquetaria, los cuales son fundamentales para la hemostasia

primaria.
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Sin embargo, la formacién incontrolada de trombos en los vasos enfermos puede
provocar oclusion vascular, isquemia e infarto de 6rganos vitales. Uno de los principales
problemas clinicos en el mundo desarrollado es la trombosis arterial causada por la
rotura o erosién de una placa aterosclerdtica, que conduce a la adhesion plaquetaria, a la
formacion subsiguiente de trombos en las arterias coronarias y cerebrales que provocan

infarto de miocardio y accidente cerebrovascular (Monteiro et al., 2019).

Por otro lado, es pertinente nombrar la diabetes mellitus y sus problemas
asociados al dafio vascular. Uno de los cambios mas comunes en el comportamiento de
las plaquetas en condiciones de enfermedad, como la diabetes, es la hiperagregacion
plaguetaria, esta es producida por la generacion de mas 11-deshidro-tromboxano B2,
gue es el producto final importante de la via del tromboxano, lo que aumenta en estos
pacientes la ocurrencia de ECV. El cambio en la fluidez de la membrana se atribuye al
deterioro de las funciones plaquetarias, la DM |l causa esta pérdida de fluidez de la
membrana, también aumentan los receptores de adhesion. La alteracion de la via del
tromboxano puede ser un vinculo entre la disfuncién plaquetaria y la diabetes, la

obesidad y las enfermedades cardiovasculares (Monteiro et al., 2019).

1.7 Acido cafeico (AC)

El AC es un polifenol presente en gran variedad de plantas. Es un compuesto
fendlico sintetizado por todas las especies vegetales, provee mecanismos de defensa a
la planta contra plagas, virus y bacterias y esta presente en alimentos como café, vino, té
y propéleo (Silva et al., 2014). Los compuestos fenodlicos brindan protecciéon contra
enfermedades no transmisibles no solo por su actividad antioxidante, sino también por
regular una variedad de procesos celulares a diferentes niveles, incluida la inhibicion

enzimatica, la modificacion de la expresion génica y la fosforilacion de proteinas

EL AC es un acido hidroxicinamico (HCA) natural producido por muchas especies
de plantas, tiene una estructura fenilpropanoide (C6-C3), con un anillo aromatico 3,4-
dihidroxilado, unida a un acido carboxilico a través de un alambre de trans-etileno. El AC
es uno de los HCA mas abundantes y representa entre el 75 % y el 100 % del contenido
total de HCA en las frutas, en especial, en las bayas. Otras fuentes dietéticas incluyen

varias verduras (por ejemplo, patatas, zanahorias y alcachofas) y café (Silva et al., 2014).
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Figura 1-7: Estructura quimica AC

Por consiguiente, el AC [acido (E) -3- (3,4-dihidroxifenil) prop-2-enoico] es un
polvo amorfo blanco con una masa molecular de 180,16 g / mol. Su coeficiente de
particion (log P) difiere entre publicaciones, que oscila entre 1,0 y 1,3. Una vez
consumido el AC es absorbido por el tracto gastrointestinal a través de transportadores
de &cido monocarboxilico y, en menor grado, del flujo transepitelial. Una vez absorto, el
AC sufre extensas transformaciones metabdlicas en el TGI, el higado y los rifiones
(Tyszka-Czochara et al., 2018).

El AC es ampliamente estudiado por sus grandes beneficios en la salud y
propiedades bioldgicas, debido a su versatilidad quimica el AC se considera hoy en dia
una estructura importante como base para la creacion de nuevos farmacos. Posee gran
actividad antioxidante, por medio de varios mecanismos de accién directa primaria con la
captacion de reactivos deletéreos por donacién de hidrogeno y/o transferencia de
electrones; también, posee una accion secundaria por quelacién de metales de transicién
prooxidantes Cu y Fe. Ademas, mejora la respuesta citoprotectora mediante la activacion
de la transcripcion sensible a factores redox, como la proteina activadora 1 y el factor
eritroide nuclear (Wang et al., 2020). A su vez, el AC previene la produccion de ROS al

reducir el estrés por oxidacion.

Se cree que tiene efecto anticancerigeno, pues disminuye la vascularizacién de
tumores por medio de la reduccién de la fosforilacion de JNK-1 (kinases c-Jun N-terminal,
un miembro de la familia MAPKS), a través de la disminucion de la activacion de HIF-1a
(Hipoxya factor Inducible). Esto conduce a la reduccién de la vascularizacion provocado
por VEGF (factor de endotelial de crecimiento), por esto, disminuye el crecimiento del

tumor. Se ha estudiado en varios tipos de cancer como melanoma, colorrectal (Tyszka-
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Czochara et al., 2018), gastrointestinal, carcinoma de cuello uterino (Liu, 2012) y de

cavidad oral.

Asimismo, se ha estudiado por sus propiedades antiinflamatorias y antiasmaticas,
concluyendo que ésteres de AC poseen actividad neuroprotectora. Segun el estudio de
Veeren et al. (2012), mejoran la viabilidad de las células neuronales de pacientes
afectados por trastornos como apoplejia, enfermedades neurodegenerativas, lesién
cerebral hipéxico-isquémica o espinal. También es un nefro protector y actda en
procesos de inflamacién cronica que conllevan a enfermedades renales crénicas como el
proceso fibrético renal; esto se debe a que AC es un potente inhibidor de 5-LOX y COX
gue estan presentes en el rifidn y su efecto antioxidante ampliamente conocido (Kinra et
al., 2019; Monteiro et al., 2019). De igual forma, es activo en demencia tipo Alzheimer y
como agente antimicrobiano. Las concentraciones que ha usado son de 30 ug/ml y 50
mcg/ml, en estudio in vitro; mientras que en estudios in vivo la dosis utilizada es de 100
mg/kg (Adem et al., 2021).

Ademds, los compuestos derivados del acido cafeico se han utilizado, por
ejemplo, en enfermedades inmunolégicas como antiinflamatorio y en distintos tipos de
canceres. Un estudio publicado recién también investigd el efecto antiviral de
compuestos acido cafeico frente al COVID-19 (Silva y Lopes, 2020), pues ha tenido

efectos en otros virus como el virus herpes zoster, sincitial y VIH.

1.8 Efecto del 4cido cafeico (AC) en enfermedades
cardiovasculares

El AC y derivados, tipo CAPA, CAPE, tienen actividad vaso relajante al actuar
ante todo sobre las células endoteliales y del musculo liso vascular (VSM) a través de
diferentes dianas moleculares. Por ejemplo, en vasos con epitelio integro, el AC muestra
una actividad vasorrelajante moderada; en las arterias coronarias porcinas precontraidas

con PGF2,, el AC induce la liberacion de 6xido nitrico (NO) y la relajacion de los vasos.

Por el contrario, en las aortas toracicas de rata precontraidas con NE, no hay
diferencia en la relajacion inducida por AC entre los vasos intactos y desnudos, lo que
indica que este efecto es independiente del endotelio en este vaso (Bhullar et al., 2014).

El AC han ganado atencibn como antihipertensivo, tanto in vitro como in vivo, y un
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inhibidor fuerte de la ECA, su derivado CAPE. Segun el estudio de Muhammad et al.
(2021), tiene un efecto potente al inhibir la renina, a diferencia del AC donde el efecto es

mucho menor.

Se ha encontrado que el AC aumenta la sensibilidad a la insulina mediante la
reduccion de las citocinas proinflamatorias y el aumento de las adiponectinas en el
estado hiperglucémico, en un estudio con ratas, el AC mostré reduccién significativa en

suero de leptina, adiponectina, insulina y TNF-a, IL-6 e IL-8 (Silva y Lopes, 2020).

Otro aspecto en el cual ha desmostado ser util es la dislipidemia, mejora el perfil
de lipidos séricos, las enzimas biomarcadores del higado en suero y la arquitectura del
tejido hepatico hasta la normalidad. En modelos de rata hiperlipidémica, inducida por
HFD, el AC mostré actividad antihiperlipidémica y hepatoprotectora. EI AC tiene la
capacidad de revertir la dislipidemia mediante la reduccion de TG y TC, los estudios han
demostrado que fue capaz de revertir la esteatosis hepatica a largo plazo (Lu et al.,
2015). Por otra parte, el AC es un inhibidor de la oxidacion de LDL, que previene la
aterosclerosis y un estudio en ratas demostré que disminuye, ademas, la progresion de
esta (Lu et al., 2015).

La isquemia causa gran disfuncionalidad de tejidos, el AC ha mostrado un
potencial para prevenir y atenuar el dafio tisular causado por la lesi6on por
isquemia/reperfusion (I/R) en muchos 6rganos in vivo e in vitro, incluido el miocardio. Se
cree que es debido a la capacidad de eliminar ROS antioxidante y antiinflamatoria. Con
respecto a la lesion por I/R cardiaca, estos compuestos normalizan varios cambios
bioguimicos asociados con la lesidn, pues aumentan las actividades de CAT, GSH-Px y

SOD; y, al mismo tiempo, reducen los niveles de MDA.

Un estudio realizado en ratas probo el efecto antitrombético de AC inducido por
ADP. Este demostr6 que AC (1,25-5 mg / kg) inhibié de manera significativa la formacion
de trombos in vivo. En cambio, via in vitro (25-100 pM) inhibié la AP inducida por ADP, la
expresion de P-selectina, la liberacion de ATP, la movilizacion de Ca2. intracelular
inducida por ADP, lo que sugiere que el efecto inhibidor de AC sobre la activacion
plaquetaria puede estar mediado por la regulacion del nivel de calcio en el citoplasmay la
activacion de la integrina allbB3. Ademas, AC atenud la activacion de p38, ERKy JNK 'y

mejoro los niveles de CAMP. El AC también interviene en el cambio conformacional de la
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plaqueta interviene en allbB3 que se requieren para revelar el sitio de unién del FI (Lee et
al., 2014).

Un estudio demostro el efecto inhibitorio de dosis dependientes por COL vy la
inhibicion de la produccion de TXA2 asociado con la fuerte inhibicion de COX-1 en
microsomas plaquetarios que exhiben actividad, como el citocromo C reductasa.
Asimismo, inhibi6 de forma dependiente de la dosis la movilizacion de [Ca (2 +)] i
elevada de COL, que fue aumentada por un inhibidor de la proteina quinasa dependiente
de CAMP (A-quinasa), Rp-8-Br-AMPS (Hung et al., 2005).

1.9 Derivados del acido cafeico (AC)

El AC tiene gran actividad biolégica, su estructura quimica es simple y
modificable, lo cual ha permitido utilizarla como estructura base para el desarrollo de
nuevas estructuras quimicas que permitiran mejorar sus efectos en la salud, encaminado
a impulsar la actividad para enfermedades antiinflamatorias, anticancerigenas vy
antivirales. Muchos derivados se han estudiado ampliamente que muestran mejores
resultados que el AC, por ejemplo, el derivado fenetil éster del acido cafeico (CAPE). Con
respecto a la AP, un estudio sintetiz6 una serie de amidas de AC, por lo que evalla sus
actividades antiplaquetarias y antioxidantes y muestra que los derivados poseen
actividad inhibidora contra la AP inducida por el AA comparable con el AC. Este estudio
también mostré que las anilidas cafeicas mostraban una mayor actividad antioxidante
(Jantas et al., 2020).

1.10 Cafeato de metilo (CM)

Fue aislado por primera vez en el género magnolia y se ha estudiado bastante en
la medicina tradicional china. El CM es un éster natural del AC que se puede encontrar
en numerosos taxones de plantas incluidos los miembros de la familia Asteraceae con
distribucion mundial, como Lactuca spp. Varios informes sobre las actividades biolégicas
del CM se han centrado en sus propiedades anticancerigenas. Ademas, también se ha
demostrado  propiedades  antimicrobianas,  antiinflamatorias,  antiplagquetarias,

antidiabéticas, hepatoprotectoras o antisenescentes (Lim et al., 2017).
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Por otra parte, se ha estudiado en patologias como asma y fendémenos de
inflamacién. En un estudio, el CM demostrd un efecto inhibidor fuerte y especifico sobre
la formacion de SASP (fenotipo secretor asociado a la senescencia) (Balachandran et al.,
2012). De igual manera, también podria inhibir la concentracion de IL-6 en fibroblastos.
La actividad antimicrobiana se ha estudiado contra p. aeruginosa, pues se cree en su
capacidad de formar complejos con la pared celular (Rajiv et al., 2011). También se ha
investigado por su efecto hipoglicemiante en ratas diabéticas el CM mostro regulacion

positiva de GLUT4 y regeneracién de células 3 en el pancreas (Kyung et al., 2002).

Su efecto inhibidor agregante plaquetario es el inducido por la EPI, ademas de
gue posee efecto débil sobre la AP humana inducida por ADP, sobre COL o plaquetas
inducidas por U46619 (analogo al Tromboxano 2). El efecto antiagregante, segln este
estudio, era equivalente a los de aspirina. En plaquetas de ratas el CM mostré de tres a
cuatro veces mas actividad sobre el efecto antiagregante de la EPI y el AA que la
aspirina. Se cree que el AC y el CM inhiben 5-lipoxigenasa, enzima encargada de
catalizar dos pasos en la formacién de los leucotrienos y que no inhibe la sintesis de

prostaglandinas al menos hasta una concentracién de 500 uM (Michelson, 2013).

1.10.1 Técnicas de estudio de Agregacion plaquetaria (AP)

Los estudios de AP evaltan la respuesta de aglutinacion de las plaguetas a varios
activadores plaquetarios (p. €j., ADP, COL, AA, trombina, EPI, ristocetina) segin se
registra mediante un agregémetro de transmision de luz. Con algunos agregémetros
miden la secrecién de granulos plaquetarios, otro indicador de la funcion plaquetaria;
también, puede evaluarse, al simultaneo, midiendo la liberacién de ATP por las plaquetas
agregadas. Los defectos de la secrecién plaquetaria pueden proporcionar una mayor

sensibilidad diagndstica que la prueba de AP por si sola.

1.10.2 Ex vivo: agregometria plaquetaria

La exposicion de plaguetas en suspension a una variedad de estimulos ex vivo,
es una técnica conocida como agregometria de transmision de luz (LTA) y también
agregometria turbidométrica u Optica. Se inventdé en la década de 1960, pronto

revoluciond la identificacion y diagnéstico de defectos hemostaticos primarios.
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El principio de la técnica se basa en los métodos que fueron publicados, en un
principio, por Born y O’Brien (Maijithia y Bhatt, 2019; Sanchez-Arias et al., 2016). La
prueba monitorea cambios en la turbidez (o densidad Optica) de una suspension de
plaguetas mientras se agita la muestra en un receptaculo a 37 °C. La prueba se realiza,
casi siempre, al usar plaquetas suspendidas en plasma (PRP), aunque también es

posible realizar la prueba utilizando suspensiones de plaquetas lavadas o filtradas en gel.

La LTA es considerada todavia como prueba oro para el estudio de la funcién
plaguetaria, por lo que es uno de los mas utilizados para la identificacion y diagnostico de
muchos defectos plaquetarios e investigacién (Linden et al., 2004). La AP se mide
mediante el analisis de la transmision de luz a través de una muestra de PRP obtenida
por centrifugar sangre entera anticoagulada a baja revoluciones. EI PRP es una
suspension turbia de células que reducen de forma significativa la transmisién de luz.
Tras la adicién de un agonista plaquetario, la formacién de agregados reduce la turbidez
de la suspensién, lo que resulta en una mayor transmision de luz (el 100 % de luz de la
transmisién se establece con PPP). La dinamica de la AP es, por lo tanto, medida en

tiempo real como agregacion de plaquetas y esta se expresa en porcentaje.

Las proteinas que estan involucradas en la estabilidad de la turbidimetria a bajo
fuerza de cizallamiento, cuando se agrega un agonista, estd mediado por interacciones
entre residuos en la cadena y del Fl e integrina allbB3 (glicoproteina [GP] llb-llla,
Ademas, segun estudios en ratones, el VTN plasmatica y otros ligandos allbp3 también
pueden influir en la extensién y estabilidad de turbidimetria agregacion, por lo que se

activan respuestas agonistas.

1.10.3 Ventajas y limitaciones de la técnica

La activacion plaquetaria y la agregacion resultante, medida por agregometria
Optica, pueden ser inducidas por numerosos agonistas y concentraciones de agonistas,
lo que la hace de gran utilidad en el estudio de las vias de AP, pues se correlaciona con

hemorragias e isquemia.

Aunque todavia se considera la prueba de diagndstico mas util y una herramienta
de investigacion, la LTA es relativamente no fisioldgica porque las plaguetas separadas,

por lo general, se agitan a baja temperatura, bajas condiciones de cizallamiento durante
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la prueba y forman agregados solo después de la adicién de agonistas, condiciones que
no imitan con precision la adhesioén, activacién y agregacion sobre el dafio de la pared
del vaso, por lo tanto, no simulan estas condiciones in vivo. Al igual que la funcién
plaguetaria in vivo influye el nimero de plaquetas del individuo, lo que hace al ensayo

inadecuado en pacientes que tengan bajo recuento de plaquetas (Linden et al., 2004).

1.10.4 Criterios utilizados en la técnica LTA

Para la LTA, los limites respectivos de no agregacion (0 %) y el 100 % de
agregacion se establece en el agregdmetro antes de empezar el ensayo, y se utiliza la
suspension de PRP y el PPP (o tapdn sin andlisis de plaquetas lavadas o filtradas en
gel). Se examinan los cambios de turbidez de la muestra después de agregar un
agonista, utiliza un sistema Optico y el instrumento esta configurado para medir la
agregacion a 37 °C, mientras la muestra se mezcla con el uso de un iman o barra de

agitacién a 1000 rpm casi siempre, aunque esto cambia segun el fabricante.

A continuacién, se encuentra una gréfica de la estandarizacion de la dosis de

agonistas plaquetarios para emplear en los ensayos de la LTA.

Tabla 1-3: Concentracion de agonistas en LTA adaptada de Michelson A D 2013

Método de agregacion: transmisién de

Agonista
luz
Recomendacién sobre un solo uso, Concentraciones Unicas/mdltiples.
ADP
Prueba concentraciones més altas de lo normal en | 0,5 um -10 uM - 5uM para comenzar,
las concentraciones mas bajas. 2,0 ym - 10 pyM.
EPI

Prueba a con una sola concentracién, dado que
probar concentraciones mucho mas altas, por lo
general, no es util.

0,5- 10 pM - 5uM para comenzar,
5-10 uM.

COL (tipo 1 fibrilar)

Probar concentraciones mas altas de lo normal en

las concentraciones mas bajas. 1.5 pg/ml - 2 pg/ml para comenzar.

AA
Probar una sola concentracion. 05-16mM.
0,5-1,64 mM.
Anélogo de tromboxano U46619
Probar una sola concentracion. 1-2 M.
1 pM.

Nota. Adaptado de Platelets, por A. Michelson, 2013, Academic Press.
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2 Metodologia

En primer lugar, la parte experimental se realizO en el laboratorio de
investigaciones en farmacologia (c6digo Hermes 193) del Departamento de Farmacia de

la Facultad de Ciencias de la UNAL de Colombia.

2.1 Derivados de AC obtenidos por semisintesis

El Grupo de Investigacion en Quimica de Productos Naturales Vegetales
Bioactivos (QuiProNaB), del Departamento de Quimica, suministrd los siguientes
compuestos obtenidos por semisintesis a partir de AC para realizar los ensayos de AP.
(Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Compuestos derivados de AC

Rétulo Nombre Molécula Peso molecular (g)
(@]
221.
. — . X o
DAC 01 3-(3-h|_drOX|fen|I) acrilato |
de buitilo. Ho
OH
197.
O
3-(3-hidroxifenil) acrilato RN o
DACO2 de etilo. K
OH
185.
0]
_ _ . . . \
DACO3 3 (3 hldroxﬁenl_l) T
acrilato de metilo.
OH
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221.
0
. I . = 0
DACO4 3—(4—h|_drOX|fen|I) acrilato
de butilo.
Ho
o 197.
. S . AN 0
DACO5 3-(4-h|drOX|fen|I) acrilato
de etilo. Ho
0 185.
o X Mo
DACO6 3—(4—h|(_erX|fen|I) acrilato ‘
de metilo.
HO
o 220.
7 Mo
DACO7 Butil cinamato. i
222.
0
7 Mo
DACO08 Cafetato de butilo.
HO
OH
186.
0
7 Yo
DACO09 Cafeato de metilo (CM). |
HO
OH
196.
0
X 0
DAC10 Etil cinamato. k
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DAC11

Metil cinamato.

184.

Los datos espectroscopicos de los compuestos (suministrados por el grupo de

Investigacion en QuiProNaB fueron los siguientes (Tabla 2-2):

Tabla 2-2: Datos espectroscopicos de los derivados de AC

Rétulo Nombre Espectro
" NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.37 — 7.26 (m,
2H), 7.29 — 7.16 (m, 2H), 7.05 (t, J = 2.0 Hz, 1H),
DAC 01 3-(3-hidroxifenil) acrilato de 6.42 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 8.8 Hz, 2H),
butilo. 1.71 - 1.57 (m, 2H), 1.51 — 1.37 (m, 2H), 0.93 (t, J =
5.5 Hz, 3H).
" NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.37 — 7.26 (m,
2H), 7.29 — 7.16 (m, 2H), 7.05 (t, J = 2.0 Hz, 1H),
DACO02 | 3-(3-hidroxifenil) acrilato de etilo. |6.42 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 4.17 (g, J = 4.5 Hz, 2H),
1.26 (t, J = 4.5 Hz, 3H).
"™ NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.36 — 7.26 (m,
DACO3 3-(3-hidroxifenil) 2H), 7.29 — 7.16 (m, 2H), 7.05 (t, J = 2.0 Hz, 1H),
acrilato de metilo. 6.43 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 3.66 (s, 3H).
"™ NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.54 — 7.46 (m,
2H), 7.44 (dt, J = 16.0, 0.6 Hz, 1H), 6.83 — 6.75 (m,
DACO4 3-(4-hidroxifenil) acrilato de 2H), 6.36 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 4.09 (t, J = 8.8 Hz,
butilo. 2H), 1.71 — 1.57 (m, 2H), 1.51 — 1.37 (m, 2H), 0.93
(t, J =5.5 Hz, 3H).
" NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.54 — 7.46 (m,
2H), 7.44 (dt, J = 16.1, 0.7 Hz, 1H), 6.83 — 6.75 (m,
DACO5 | 3-(4-hidroxifenil) acrilato de etilo. |2H), 6.36 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 4.17 (g, J = 4.5 Hz,
2H), 1.26 (t, J = 4.5 Hz, 3H).
"™ NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 7.54 — 7.47 (m,
DACO6 3-(4-hidroxifenil) acrilato de 3H), 7.51 — 7.42 (m, 5H), 6.83 — 6.75 (m, 5H), 6.42
metilo. (d, J=16.1 Hz, 2H), 3.66 (s, 7H).
™NMR (400 MHz, Chloroform-d) data of butyl
cinnamate was: o (ppm) 7.69 (1H, J=15.8 Hz, d),
DACO7 | Butil cinamato. 7.55-49 (2H, m), 7.40-7.32 (3H, m),6.44 (1H J=15.8
Hz, d)
" RMN (400 MHz, Chloroform-d): 8 H 2,29 (3H; s),
DACO08 | Cafeato de butilo. 5,13 (2H; s), 6,30 (1H; d; J = 16,0 Hz), 6,75 (1H; d; J

= 8,0 Hz), 7,00 (1H; dd; J = 8,2 Hz, 2,0 Hz), 7,06
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(1H; d;J = 2,0 Hz), 7,18 (2H; d; J = 8,0 Hz), 7,29
(2H: d: J = 8,0 Hz), 7,50 (1H; d; J = 16,0 Hz).

DACO09

Cafeato de metilo (CM).

"™NMR (400 MHz, Chloroform-d): 6.78 (1H, d, J ¥4
8.0H2, H-5) 6.93 (1H, dd, J ¥ 8.0 and

2.0H2, H-6), 7.04 (1H, d, J ¥4 2.0H2, H-2), 6.25(1H,
d, J ¥4 16.0H2, H-8), 7.54 (1H, d, J ¥ 16.0H2, H-7).

DAC10

Etil cinamato.

"™NMR (400 MHz, Chloroform-d) data of ethyl
cinnamate was: 0 (ppm) 7.69 (1H, J=15.8 Hz, d),
7.54-7.50 (2H, m), 7.40-7.32 (3H, m), 6.44 (1H
J=15.8 Hz, d), 4.26 (2H, ), 1.33 (3H, 1).

DAC11

Metil cinamato.

1 H NMR (400 MHz, Chloroform-d): d 3.78 (3H, s,
OCHB3), 3.90 (6H, s, OCH3), 6.30 (1H, d, J = 15.9
Hz, -CO-CH=), 6.86 (1H, d, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.04
(1H, d, J = 1.6 Hz, Ar— H), 7.10 (1H, dd, J = 8.0, 1.6
Hz, Ar-H), 7.63 (1H, d, J = 15.9 H2).

2.2 Materiales y reactivos

Los materiales utilizados fueron: (1) agregrémetro de Helena laboratories, (2)

Inductores de AP (AA, Helena ® Chrono-Log ®), EPI (Helena ®), ADP (AK scientific inc
®) y COL (Helena ®), que se prepararon en agua destilada segun lo dispuesto por los

fabricantes. Los compuestos se diluyeron en DMSO, el cual no superé la concentraciéon

final de 0,1 % en PRP. El ASA se prepard a partir de una solucion madre de 40 mg/ml

(0,22 M). Los compuestos derivados de AC se diluyeron en DMSO a partir de una

concentracién madre de 40 mg/ml.

A continuacién, se muestran las concentraciones finales en las celdas del

agregometro-agonistas (inductores de AP), vehiculo (DMSO) y patrén (ASA) utilizados
(Tabla 2-3).

Tabla 2-3: Reactivos y concentraciones finales

Reactivo Concentracion final
AA 500 pM
ADP 20 uM
EPI 300 uM
COL 10 pg/ml
ASA 200 pg/ml (1,2mM)
DMSO 0,1 %
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2.3 Preparacion de las plaquetas

La sangre se obtuvo de voluntarios sanos entre 18 y 45 afios con previo
conocimiento informado (ver Anexo A), quienes no habian recibido ningun tipo de
medicamento dentro de los 15 dias antes de la recoleccién de la muestra y no tuvieran
antecedentes de consumo de tabaco.

Se siguieron las recomendaciones para preservar la funcionalidad de las
plaquetas durante la extraccion de la sangre, por lo que se usé un torniquete apropiado,
aguja de calibre >21 y se desecharon los primeros 2 ml extraidos, para minimizar el
efecto de la tromboplastina tisular y evita la hemdlisis. Las muestras de sangre se
procesaron dentro de los siguientes 15 minutos de la venopuncion. La manipulacién de
las cubetas y la mezcla con los reactivos se efectu6 suavemente en todo momento
(Linden et al., 2004).

La sangre total (20 ml) se recolectd en tubos al vacio que contenian citrato sodico
al 3,2 % como anticoagulante, en una proporcion de 9/1, se dej6é reposar y luego se
centrifugd durante diez minutos a 1500 rpm para obtener el PRP. Después, se efectud
una segunda centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos, para obtener el PPP. Este se
utilizdé como blanco de absorcion, por lo que se calibra el equipo a 100 % de

transmitancia y 0 % de absorbancia.

2.4 Equipos y materiales

o Agregrometro AggRAMTM1486 Helena Laboratories.

e Stir Bars AggRAMTMde Helena Laboratories.

e Tubos de silicona cubiertos de vidrio Helena Laboratories.
e Centrifuga Hettich EBA 20.

e Balanza.

¢ Congelador Biomédico Panasonic MDF-U334-PA.

e Imanes.

e Micropipeta 100 - 1000 pL CALIBRA R 822 Autoclavable de SOCOREX.
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e Micropipeta 20 - 100 pL Transferpette R de BRAND.
¢ Micropipeta 0,5 - 10 uL ACURA R 825 Autoclavable de SOCOREX.
e Puntas micropipetas 1000 pL, 100 pL, 10 pL.

e Tubos de laboratorio.

2.5 Protocolo experimental

Para la realizacion del ensayo del efecto de los compuestos sobre la AP se
empled la técnica LTA, conocida también como agregometria turbidimetria, basada en el
método propuesto por Born y O’'Brien (1960) (Michelson, 2013).

2.5.1 Fases del estudio

El estudio se planted en dos fases: la primera, para efectuar el tamizado inicial de
la actividad antiagregante de los compuestos planteados en los objetivos especificos de
este estudio: CM (SM-01), cafeato de butilo (SM-02) y 3-(4-hidroxifenil) acrilato de butilo
(SM-03), a una concentracién de 200 pug/ml en comparaciéon con los demas compuestos
obtenidos por semisintesis y suministrados por el grupo de investigacion en QuiProNaB,
del departamento de Quimica (ver Tabla 2-1), frente a los inductores de la AP: AA, ADP,
EPI y COL; vy, la segunda, para efectuar una curva concentracién-respuesta de los

compuestos de mayor interés observados en la fase 1.
e Primerafase

Se incubaron durante 15 minutos en cada cubeta del agregdémetro 225 puL de PRP
mas 1,25 pL del compuesto, transcurrido ese tiempo se efectué un minuto de la lectura 'y
luego se agregaron 25 pL del inductor respectivo (AA 500 uM, ADP 20 pM, EPI 300 pM o
COL 10 pg/ml), lo que efectud el registro por 10 minutos adicionales. Como control

positivo, se utilizd6 ASA (200 pg/ml); y como control negativo, DMSO (0,1 %).
e Segunda fase

Se efectuaron ensayos con los siguientes compuestos seleccionados a partir de
los resultados de la fase 1 (ver Tabla 5-1): (1) 3-(3-hidroxifenil) acrilato de etilo, (2)

cafeato de butilo y (3) metil cinamato a concentraciones de 0,1; 1 y 10 pg/ml, frente a AA
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(el inductor de la agregacion a partir del cual se observaron los mayores efectos) en las

mismas condiciones experimentales sefialadas en la primera fase.

2.6 Analisis estadistico

Los datos se expresan como promedio * error estandar (SEM) del porcentaje de
AP de al menos tres réplicas por cada grupo. En la fase 1, se efectu6 un andlisis de
varianza unidireccional (ANOVA) por cada inductor de la AP, seguido de la prueba de
diferencias multiples de Tukey, previa verificacion de la homogeneidad de varianzas
(prueba F) y de la distribucion normal de los datos (prueba de Bartlett). Cuando estos
supuestos paramétricos no se cumplieron, se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskall
Wallis, seguida de la prueba de diferencias de Dunn. Se asumié una p<0,05 como

significativa.

En la fase 2, y previo ANOVA uni factorial, se escogieron los tratamientos en los
gue se observé una relacién concentracion-respuesta para proceder a un analisis de
regresion sigmoidea, esto con el fin de obtener la concentracion inhibitoria 50 (Clsg) con
su respectivo intervalo de confianza y determinar la potencia de los compuestos de
mayor interés. Para el andlisis estadistico se utilizo el software Prism 8.0 (GraphPad Inc.,
San Diego CA, EE. UU.).

2.7 Aspectos éticos

El desarrollo de estudio se consider6 de riesgo minimo, puesto que, segun los
términos de la Resolucion 8430 de 1993:

Son estudios prospectivos que emplean el registro de datos a través de
procedimientos comunes de extraccion de sangre por puncién venosa en adultos
en buen estado de salud, con frecuencia maxima de dos veces a la semana y
volumen maximo de 450 ml, en dos meses excepto durante el embarazo. (Articulo
11)

Para los fines de este estudio, se realizaron tres extracciones de sangre venosa
periférica en pliegue con un volumen no mayor a 25 cc en total, previo consentimiento

informado por escrito de cada donante. El trabajo siguio las disposiciones relativas de las
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normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud
contempladas en dicha resolucion.

El proyecto estuvo sujeto también a las disposiciones del Sistema de Gestion
Ambiental de la UNAL y a la Resolucion 482 de 2009 de procedimientos para la Gestion
Integral de los Residuos Hospitalarios y Similares. Los ensayos realizados no generaron
ningun riesgo para el ambiente.
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3 Resultados

3.1 Resultados fase |

En los experimentos con AA y EPI, como inductores de la AP, todos los compuestos
arrojaron magnitudes de AP notablemente inferiores a la proporcionada por el control
(vehiculo) sin que difirieran de forma significativa entre si y frente al patron utilizado
(ASA) (ver gréficas 3-1 y 3-2). En los experimentos en los que se utiliz6 ADP y COL

como inductores, las diferencias fueron menores (ver graficas 3-3 y 3-4).

Gréfica 3-1: Porcentaje de AP inducida por AA, 500 uM, en presencia de los compuestos
derivados de AC (DAC1 — DAC11, 200 pg/ml). *p<0,05 frente al control. ASA (agente de
referencia) 200 pug/ml, n:>3

Inductor: acido araquidonico

1001

0]
o
1

% de agregacion
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Tabla 3-1: Promedios de AP e intervalos de confianza de los derivados de AC, frente a

AA
Compuesto Promedio (%) IC

Control 47 (47,00 - 58,17)

ASA 23,1 (20,72 - 25,61)
DACO1 27,6 (9,129 - 46,07)
DACO02 20,1 (3,969 - 36,30)
DACO02 21,8 (12,20 - 31,40)
DACO3 21,8 (12,20 - 31,40)
DACO04 22,1 (16,28 - 27,97)
DACO05 21,1 (12,29 - 29,91)
DACO06 22,1 (13,98 - 30,22)
DACO7 19,8 (-1,907 - 41,64)
DACO08 21,6 (14,59 - 28,76)
DAC09 33,6 (4,110 - 63,16)
DACI10 23,4 (15,50 - 31,30)
DAC11 19,8 (12,83 - 26,83)

Gréafica 3-2: Porcentaje de AP inducida por EPI, 300 uM, en presencia de los
compuestos derivados de AC (DAC1 — DAC11, 200 pg/ml), *p<0,05 frente al control. ASA
(agente de referencia) 200 pg/ml, n: >3.
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Gréfica 3-3: Porcentaje de AP inducida por COL, 10 pg/ml, en presencia de los
compuestos derivados de AC (DAC1 — DAC11, 200 pg/ml), *p<0,05 frente al control. ASA
(agente de referencia) 200 pg/ml, n: >3

Inductor: Colageno
100

80

% de agregacion

Derivados de acido caféico
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Gréfica 3-4: Porcentaje de AP inducida por ADP, 20 ug/ml, en presencia de los
compuestos derivados de AC (DAC1 — DACL11, 200 ug/ml; ASA: agente de referencia),
*p<0,05 frente al control 200 pg/ml, n: >3
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Tabla 3-2: Promedio de porcentaje de agregacion maximo de los compuestos a los

inductores de AP

Compuesto |Promedio AA Promedio COL Promedio ADP | Promedio EPI
DACO01 29,84 48,98 62,98 42,58
DACO02 19,58 41,88 64,98 28,8
DACO03 21,64 51,08 77,52 35,08
DACO04 22,31 63,24 69,52 56,94
DACO05 20,90 40,09 61,65 36,40
DACO06 22,52 26,39 62,46 33,54
DACO07 20,64 65,30 52,82 36,76
DACO08 22,18 40,37 57,50 28,93
DACO09 34,28 50,50 76,94 52,08
DACI10 23,3 37,74 63,82 39,90
DAC11 20,02 23,90 59,34 19,22

3.2 Resultados fase Il

En esta fase se realizaron ensayos de tres compuestos seleccionados, al

considerar los menores valores absolutos de los promedios alcanzados en la fase 1.
Estos fueron: 3-(3-hidroxifenil) acrilato de etilo (DACO02), cafeato de butilo (DAC08) y metil
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cinamato (DAC11), que se sometieron a nuevos ensayos frente a AA (el agente inductor
frente al cual se observaron los mayores efectos antiagregantes), a concentraciones de
0,1,1y 10 pg/ml.

Los resultados de la fase Il permitieron confirmar el efecto antiagregante frente a
AA de los compuestos mencionados, no obstante, solo se observdé una relacion
concentracion-respuesta en el caso de 3-3 (hidroxifenil) acrilato de etilo (ver grafica 3.5).
Por consiguiente, este Unico compuesto se sometié a un analisis comparativo de
concentracion inhibitoria 50 (Clsg) con el compuesto base a partir del que se efectud la
sintesis, acido cafeico (AC), arrojando valores, expresados en unidades molares, de 0,6
uM gque no difiere de manera significativa del proporcionado por AC, de 1,3 uM (ver
gréfica 3.6 y Tabla 3-3).

Gréfica 3-5: Efecto concentracion — respuesta de cafeato de butilo, metil cinamato y
acrilato de etilo sobre el porcentaje de agregacion plaquetaria inducido por AA (500 puM).

Inductor: AA

80
Bl Cafeato de butilo

Bl Metil cinamato
Bl Acrilato de etilo

% agregacion (AA)

1.0e-007 1.0e-006 1.0e-005 2.0e-004

Concentracion (g/ml)

Grafica 3-6: Curva concentracion — respuesta de acrilato de etilo y acido cafeico sobre el
porcentaje de agregacion plaquetaria inducido por AA (500 uM).
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-o- Acido cafeico
801 -8 Acrilato etilo

% agregacion (AA)

[Log], g/mL

Tabla 3-3: Concentracion inhibitoria 50 (Clsg) de AC y 3-3 (hidroxifenil) acrilato de etilo
frente a la agregacion plaquetaria inducida por AA (500 uM)

Compuesto AC 3-(3-hidroxifenil) acrilato de etilo
LogEC50 -6,62 (-7,62 a -5,61) -6,91 (-7,63 a-6,19)
Clso (g/ml) 2,41E-07 1,22E-07
Clso (M) 1,3E-06 6,2E-07
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4 Discusion

Este estudio muestra que la obtencion por semisintesis, de derivados de AC,
puede llevar a la consecucion de compuestos que mantienen un perfil de tipo
antiagregante plaquetario. Este interés surgid, en un principio, por la deteccién de efectos
antiagregantes en el extracto total de Solanum tuberosum y luego del aislamiento de los
compuestos polifenélicos AC y ACG como metabolitos activos (Buitrago et al., 2007;
Buitrago, 2012; Buitrago et al., 2019). Si bien tales compuestos ejercen una actividad
antiagregante significativa, la extensa biotransformacion a la que se ven sometidos
disminuye la cantidad de compuesto activo que llega a su sitio de acciéon. Por
consiguiente, los derivados de AC obtenidos por semisintesis, eventualmente podrian ser
mas resistentes a los mecanismos biotransformadores que se dan en el organismo, lo

gue tendria que examinarse en estudios posteriores.

La actividad antiagregante de los compuestos estudiados de este ensayo no se
ha reportado en la literatura hasta ahora, por lo que se abre un campo de interés
potencialmente terapéutico que amerita mayor investigacion. Si bien solo se
seleccionaron para los fines de esta investigacion tres compuestos, cabe ampliar el

estudio de otros derivados que arrojaron una notable actividad en el tamizado inicial.

El hecho de haber detectado al menos un compuesto: 3-(3-hidroxifenil) acrilato de
etilo, que despliega un efecto antiagregante sobre la ruta del AA similar al ejercido por
AC, permite plantear que este agente podria tener interés potencial en la busqueda de
compuestos derivados de metabolitos naturales activos en el campo de la terapia
antiagregante plaquetaria, la cual tiene amplia cabida en el manejo de los trastornos

aterotromboéticos.

Llama la atencion que en algunos de los compuestos seleccionados para la fase 2
de este estudio (posterior al tamizado inicial) no se observd una relacion concentracion-

respuesta. Esto podria explicarse, en parte, por una posible pérdida de selectividad sobre
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la diana farmacoldgica responsable de la actividad antiagregante, tal y como acontece
con el referente, acido acetilsalicilico, que a bajas concentraciones inhibe selectivamente
la ciclooxigenasa plaquetaria (COX-1), mientras que a mayores concentraciones actla
igualmente sobre la ciclooxigenasa endotelial (COX-2), cuando le resta eficacia

antiagregante.

El notable efecto de los compuestos sobre el inductor de la agregacion
plaquetaria, acido araquidénico (AA) sugiere un mecanismo de accién selectivo
relacionado con la ruta metabdlica ligado a la sintesis de prostaglandinas en la plaqueta,
similar a como aconteceria con acido cafeico (AC), a diferencia de la ruta ligada a
colageno (glicoproteina VI) y la ligada a ADP (receptor P2Y12), (Pyo et al., 2002) donde

los efectos fueron menores.

No obstante, la revision de la literatura sobre el AC sefiala que inhibe la sintesis
de la 5- lipoxigenasa (5-LO), lo que puede explicar el efecto antiagregante, recordando
que 5-LO cataliza dos pasos en la biosintesis de leucotrienos (LT), un grupo de
mediadores lipidicos de la inflamacion derivados del AA. 5-LO es una enzima clave en la
formacion de leucotrienos proinflamatorios (LT), que desempefian un papel importante en

varias enfermedades inflamatorias (Hsiao et al., 2007).

La revision de la literatura de acido cafeico y derivados con respecto a al inductor
de la agregacion, colageno (COL), muestra resultados variables, pero cabe destacar que
un derivado de AC ha sido estudiado como antagonista selectivo sobre COL, el éster
fendlico del AC (CAPE). Los autores atribuyen la actividad antiplaquetaria de CAPE a
una interferencia directa con la union de COL a sus receptores, integrina a2p1 y GP VI
en la membrana plaquetaria (Lu et al., 2015). Este podria ser el caso de algunos de los
compuestos que presentaron actividad frente a COL en este estudio, planteamiento que

requiere investigacion adicional.

De los compuestos evaluados en este estudio, hasta donde se efectud la revision
bibliogréafica, el Unico que se menciona en la literatura con actividad antiagregante es el
cafeato de metilo (CM), que inhibiria 5- lipoxigenasa (Pyo et al., 2002; Michelson, 2013).
Tal efecto antiagregante se confirmo en este estudio por su actividad frente a AA, aunque
no fue uno de los tres seleccionados en la fase 1 por presentar un promedio de

agregacion mayor (efecto antiagregante menor) que otros compuestos.
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Por otro lado, conviene destacar los notables resultados obtenidos por los
compuestos frente al inductor de la agregacion plaquetaria, epinefrina (EPI.
Considerando que EPI es un mediador clave en los eventos asociados a accidentes
subitos en individuos con enfermedad coronaria (EC), aparte de sus efectos
proagregantes, agentes eficaces para inhibir la AP podrian constituirse en una fuente
potencial en la buUsqueda de alternativas para el manejo de los trastornos
aterotrombaticos. Se requieren estudios adicionales para examinar el perfil que estos

derivados podrian tener sobre esa diana farmacologica.

Conviene sefalar las limitaciones de este estudio. Entre otros, su caracter
preliminar en la busqueda de nuevas fuentes basadas en derivados de moléculas de
origen natural con posibles efectos antiagregantes, el bajo tamafio de muestra en los
ensayos, lo que limité la potencia para discriminar eventuales efectos significativos y la
inevitable variabilidad interindividual entre los sujetos, dada su mayor o menor actividad
de base sobre la agregacion plaquetaria. Futuras investigaciones habran de considerar el
control mas estricto de estas variables para ganar precision y exactitud en los ensayos a

realizar.
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5 Conclusion

Madificaciones estructurales de AC han llevado a la obtencién de compuestos
gue mantienen una actividad variable de tipo antiagregante plaquetaria vinculada con las
rutas metabdlicas ligadas a acido araquidonico (AA) y epinefrina (EPI). Se destaca el
compuesto 3-(3-hidroxifenil) acrilato de etilo, cuya potencia antiagregante es comparable
a la obtenida con el compuesto fuente, 4cido cafeico (AC), lo que genera interés como
compuesto semisintético con potenciales efectos antiagregantes plaquetarios. Se
requieren estudios adicionales para avanzar en el conocimiento del perfil antiagregante

de este y otros derivados de AC obtenidos por semisintesis.
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6 Recomendaciones

e Efectuar estudios in vivo de la actividad antiagregante del compuesto
semisintético 3-(3-hidroxifenil) acrilato de etilo, dado su perfil antiagregante

comparable al obtenido con AC.

e Continuar los estudios de los compuestos contemplados en la fase 1 de esta

investigacion dada la notable respuesta frente a los inductores de AP, AAy EPI.

¢ Incluir en futuros analisis, otras variables como T (tiempo maximo de accion) y
AUC (area bajo la curva), para profundizar en el perfil antiagregante de los

derivados de mayor interés.
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8 Anexos

Anexo A. consentimiento informado

Consentimiento informado

Bogota D.C de ded 2021
i ldentificads con cedula de ciwdadania
numero da Autorizo la exireccion de 21 ml de

sangre por puncién venosa de |z vena cefélica. Con el proposito de reslizar 1o
ensayos de sgregacion plagquetsria de la tesis Evaluacion de la actividad
antiagregante plaguetaria de compuestos derivados de acido cafeico
obtenidos por semisintesis |a cargo de la estudiante Jessycs Paola Rodriguser
Castiblanco, quien realizara la extraccidn de sangre.

Ceclaro gue he sido informado de los posibles riesgos que trae la exdraccion de la
riuestra de sangre schee mi salud v biensestar

Ha sido informnado & cerca de la confisbilidad de mis datos personsles. Estos seran
protegidos de acuerdo a lo gue dispone |a ey LEY ESTATUTARLA 1581 DE 21 2.
w el derecho a conocer los datos de la investigacidn.

A partir de loa anterior OTORGO mi Consentimients para la exdraccion de sangre v
mis datos sean utilizados para fines de la culminacidn de la parte experimental de
la tesis.

Mombre:

Cedula:

Anexo B. Andlisis estadistico de derivados de AC frente

a AA



28 37 4 3 3 4 4 4 3 4 3 3 3
21,3 13,4 21,4 12,7 17,6 18,2 14,9 17,4 13,7 17,9 23,7 20 17,6
23,45 19,5 21,45 12,7 17,6 18,9 15,68 17,83 13,7 18,28 23,7 20 17,6
32,35 21,3 22 22,9 22,6 21,65 21,6 21,05 16 20,4 30,4 23,9 18,9
79,68 25,6 39,35 24,8 25,2 25,83 26,03 27,43 29,9 26,35 46,8 26,3 23
102,8 48 45 24,8 25,2 27 26,3 28,9 29,9 28 46,8 26,3 23

47| 23,16 27,6 20,13 21,8 22,13 21,1 22,1 19,87 21,68 33,63 23,4 19,83
28,8| 7,334 11,61 6,507 3,863 3,673 5,635 5,104 8,765 4,454 11,88 3,18 2,818
5,442 | 1,206 5,804 3,757 2,23 1,836 2,767 2,552 5,06 2,227 6,862 1,836 1,627
35,84| 20,72 9,129 3,969 12,2 16,28 12,29 13,98 -1,907 14,59 4,11 15,5 12,83
58,17 | 25,61 46,07 36,3 31,4 27,97 29,91 30,22 41,64 28,76 63,16 31,3 26,83
131,6| 857,1 110,4 60,4 65,4 88,5 84,4 88,4 59,6 86,7 100,9 70,2 59,5

N too N too N too N too N too N too N too N too N too N too N too
7,101 | 26,23 |small small small small small small small small small small small

<0,000

0,0287 |1
Not Not
* *kkk
0,7919| 0,805 0,662 0,864 0,9678 0,9697 0,8878 0,936 0,854 0,889 0,945 0,9815 0,9178
<0,000 | <0,000 0,004 0,28 0,6556 0,8394 0,3728 0,63 0,2513 0,379 0,546 0,7391 0,4445
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1 1
Passed normality test
(alpha=0,05)? Not Not Not Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
P value summary Forkk el ** ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
KS normality test
N too N too N too N too N too N too N too N too N too N too N too
KS distance 0,2572| 0,212 |small small small small small small small small small small small
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Anexo C. Reporte de hemograma de voluntarios sanos
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