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Resumen y Abstract IX

Resumen

La combinacién de terapias es una estrategia terapéutica que puede ser altamente efectiva
en el ambito clinico, puesto que los farmacos empleados en asociacién pueden mejoran
la respuesta farmacoldgica y, al mismo tiempo, posibilitan la disminucién de las dosis y el
riesgo de posibles efectos secundarios (Yang et al., 2014). Teniendo en cuenta este
enfoque, es apropiado investigar o explorar nuevas opciones terapéuticas que contribuyan
a disminuir el impacto de las enfermedades tromboéticas en la salud publica. Terapias
basadas en fuentes naturales podrian ofrecer metabolitos activos que, al interactuar de
manera sinérgica, proporcionen nuevas posibilidades de terapias combinadas al nivel

farmacoldgico.

En este estudio, se analizdé el efecto antiagregante de los polifenoles previamente
identificados en Solanum tuberosum, acido cafeico (AC) y acido clorogénico (ACG) en
ausencia y en combinacién de concentraciones crecientes de &cido acetil salicilico
(ASA), frente al agonista 4cido araquiddnico (AA), en plasma rico en plaguetas de
voluntarios sanos, utilizando la técnica espectrofotométrica de Born, que se basa en la
cinética de la agregacion plaquetaria analizada por turbidimetria. El agregémetro,
permitié observar los cambios en la transmision de luz en el plasma sanguineo después
de la incubacién con los reactivos de prueba y el agente inductor de la agregacion
plaquetaria &acido araquidénico (AA), de tal modo, el aumento en el porcentaje de
agregacion plaquetaria se hizo evidente mediante el incremento en la transmision de luz
a través de la celda, debido a que las plaquetas se agregaron y sedimentaron en el fondo

del recipiente.
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Considerando que el 4cido cafeico y el acido clorogénico, son metabolitos activos con
actividad antiagregante plaguetaria presentes en Solanum tuberosum, en este trabajo se
propuso estudiar las posibles interacciones que ejercen cuando se combinan con el
farmaco de referencia, acido acetilsalicilico, uno de los agentes mas utilizados en clinica.
El objetivo era determinar si podrian ejercer efectos coadyuvantes como antiagregantes,
lo que eventualmente podria ser util en la terapéutica o la prevencion de trastornos

aterotrombaticos.

Los resultados, en las condiciones experimentales fijadas en este trabajo, mostraron
efectos dependientes de la concentracion de acido cafeico y acido clorogénico, con
concentraciones inhibitorias 50 (Clso) de 1x1073, y 3,4x10* M respectivamente, mientras
gue con ASA, en el rango de concentraciones probado, se observé un efecto
antiagregante que disminuye al incrementar su concentracion (desde 5,5x10° hasta
1,6x103M), lo cual es consistente con su mecanismo de accién, antiagregante a bajas

concentraciones y proagregante a mayores concentraciones.

Al examinar la interaccién de &acido cafeico (en el rango de concentraciones 1,5 — 3,0x10"
4 M) con ASA (5,5x10°M), se observé un incremento del efecto antiagregante que
disminuye en funcién de la concentracién, mientras que la interaccion de acido clorogénico
(en el rango 2,26x10™* — 5,6x10° M) con ASA (5,5x10°M), no arrojé incremento del

efecto antiagregante, sino mas bien, una disminucién en funcién de la concentracion.

Al examinar la interaccion de las combinaciones de acido cafeico (1 x103, - 2 x103M) con
ASA (5,5x10° - 1,6x10°3M) y acido clorogénico (2,26x10* - 5,6x10* M), con la
herramienta “Combenefit” aplicando el modelo de sinergia de Loewe, no se observé una

Zoha consistente de concentraciones que muestren sinergia o inhibicion.

En conclusién, se confirman efectos antiagregantes en funcién de la concentracion con los
compuestos polifendlicos acido cafeico y acido clorogénico, un efecto antiagregante de
ASA que disminuye en funcion de la concentracién y una interaccion que sugiere efecto
sinérgico con acido cafeico; no obstante, se requiere ampliar el tamafio de muestra y el
rango de concentraciones para identificar el rango apropiado de concentraciones de
estos compuestos que ejerzan posibles efectos sinérgicos cuando se combinan con
ASA.

Palabras clave: Solanum tuberosum, antiagregante plaquetario, sinergia, acido

clorogénico, acido cafeico, acido acetilsalicilico.
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Abstract

Combination therapy is a therapeutic strategy that can be highly effective in the clinical
setting, since drugs used in association can improve the pharmacological response and, at
the same time, make it possible to reduce doses and the risk of possible side effects (Yang
et al., 2014). Considering this approach, it is appropriate to investigate or explore new
therapeutic options that contribute to decrease the impact of thrombotic diseases on public
health. Therapies based on natural sources could offer active metabolites that, when
interacting synergistically, provide new possibilities for combination therapies at the
pharmacological level.

In this study, the antiaggregation effect of the polyphenols previously identified in Solanum
tuberosum, caffeic acid and chlorogenic acid, in the absence and in combination with
increasing concentrations of acetylsalicylic acid (ASA), was analyzed against the agonist
arachidonic acid (AA), in platelet-rich plasma from healthy volunteers, using the Born
spectrophotometric technique, which is based on the kinetics of platelet aggregation
analyzed by turbidimetry (Born, 1962). The aggregometer allowed observing the changes
in light transmission in the blood plasma after incubation with the test reagents and the
platelet aggregation-inducing agent arachidonic acid (AA), so that the increase in the
percentage of platelet aggregation was evident by the increase in light transmission

through the cell, due to the platelets aggregating and settling at the bottom of the vessel.

Considering that caffeic acid and chlorogenic acid are active metabolites with antiplatelet
aggregation activity present in Solanum tuberosum, in this work we proposed to study the
possible interactions that they exert when combined with the reference drug, acetylsalicylic
acid, one of the most widely used agents in clinical practice. The objective was to determine
whether they could exert coadjuvant effects as antiaggregants, which could eventually be

useful in the therapy or prevention of atherothrombotic disorders.



Contenido Xl

The results, under the experimental conditions set in this work, showed concentration-
dependent effects of caffeic acid and chlorogenic acid, with effective concentrations 50
(IC50) of 1x103 and 3,4x10* M, respectively, while with ASA, in the range of
concentrations tested, an antiaggregant effect was observed that decreases with
increasing concentration (from 5,5x10° to 1,6x10°M), which is consistent with its
mechanism of action, antiaggregant at low concentrations and proaggregant at higher

concentrations.

When examining the interaction of caffeic acid (in the concentration range 1.5 - 3.0x10-4 M)
with ASA (5.5x10-6M), an increase in the antiaggregation effect was observed that decreased
with concentration, while the interaction of chlorogenic acid (in the range 2.26x10-4 - 5.6x10-3
M) with ASA (5.5x10-6M) did not show an increase in the antiaggregation effect, but rather a

dose-dependent decrease.

In conclusion, concentration-dependent antiaggregation effects are confirmed with the
polyphenolic compounds caffeic acid and chlorogenic acid, a dose-dependent decreasing
antiaggregation effect of ASA, and an interaction suggesting synergistic effect with caffeic acid;
however, the sample size and concentration range need to be expanded to identify the
appropriate range of concentrations of these compounds that exert possible synergistic effects
when combined with ASA.

Key words: Solanum tuberosum, antiplatelet, synergism, chlorogenic acid, caffeic acid,

acetylsalicylic acid.
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Introduccién

Las plaquetas son fragmentos celulares derivados de los megacariocitos que desempefian un
papel crucial como el primer componente hemostatico en areas dafiadas del sistema
vascular. No obstante, también estan involucradas en eventos patoldgicos de trombosis
gue pueden dar lugar a complicaciones graves como infarto de miocardio, enfermedades

cerebrovasculares y trombosis en vasos periféricos (Goodman & Gilman, 2012).

Las enfermedades cardiovasculares mas frecuentes son la enfermedad coronaria (EC) y
la enfermedad cerebrovascular, que engloba la cardiopatia coronaria afectando los vasos
sanguineos del corazdn, asi como las enfermedades cerebrovasculares que afectan los
vasos sanguineos gue irrigan el cerebro. También se incluyen las arteriopatias periféricas,
gque afectan los vasos sanguineos que irrigan los miembros superiores e inferiores (Min
Salud)

La enfermedad cardiovascular (EC) se ubica entre las afecciones mas prevalentes a nivel
mundial y sigue siendo una de las principales causas de mortalidad en individuos
mayores de 35 afios, mostrando una tendencia ascendente en su incidencia. Con
aproximadamente 1.8 millones de fallecimientos al afio, la EC constituye alrededor del 20
% de todas las defunciones en Europa, con notables variaciones entre los distintos
paises (Solla et al., 2011). En Estados Unidos, segin la American Heart Association
International (AHA), en 2017, las muertes atribuibles a enfermedades cardiovasculares

superaron las 801,000, representando asi una de cada tres muertes (Solla et al., 2011).

Existen diversas estrategias para reducir el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares. En lo que respecta a la prevencién secundaria, se emplean diferentes
farmacos, entre los cuales podemos mencionar el grupo de los antiplaquetarios, los cuales
son utilizados en el manejo de situaciones como el infarto agudo de miocardio,
enfermedades cerebrovasculares y trombosis arterial en general. Dentro de este grupo
farmacologico, encontramos inhibidores de fosfodiesterasa, como el Dipiridamol;

inhibidores de receptores de ADP, como ticlopidina, clopidrogel y prasugrel; el inhibidor de
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la ciclooxigenasa, como el acido acetilsalicilico; y los antagonistas de receptor GPlIb — llla,
como el tirofiban, abciximab y aptifibatide. Estos farmacos desempefian un papel clave en
la reduccion de los riesgos asociados a estas condiciones cardiovasculares.

En los ultimos afios, se ha observado un aumento significativo en el uso de materia vegetal
o de origen natural o para la prevencion, tratamiento y manejo de diversas patologias,
incluidas las enfermedades cardiovasculares, en diferentes partes del mundo. Este
fendbmeno ha llevado a una mayor investigacion de compuestos activos especificos
derivados de estas especies. Esta tendencia esta respaldada por la comprension de que
los compuestos sintéticos pueden provocar diversas reacciones adversas o efectos no
deseados a corto y largo plazo. Aunque es importante destacar que muchos farmacos en
la actualidad tienen su origen en especies vegetales, lo que resalta relevancia y la promesa

de la investigacion en este campo.

En las ultimas décadas, ha crecido el interés en el potencial terapéutico de las plantas
medicinales en general, las cuales han sido utilizadas desde los inicios de la historia
humana. La investigacion en este campo se ha desarrollado de la mano con los avances
de la medicina moderna. Segun estimaciones actuales, aproximadamente un tercio de los
medicamentos utilizados en la practica clinica proviene de fuentes naturales, incluyendo
compuestos aislados de estas fuentes o compuestos sintéticos o semisintéticos derivados

de modificaciones estructurales de compuestos naturales (Ulrich-Merzenich, 2014).

Dado el impacto significativo de las enfermedades cardiovasculares y sus complicaciones,
es crucial continuar investigando nuevas fuentes de medicamentos o enfoques
terapéuticos alternativos que reduzcan los efectos secundarios y mejoren la eficiencia del
tratamiento antiplaquetario. Entre estas opciones, las plantas y sus metabolitos, como el
acido clorogénico, han sido objeto de estudio en la presente investigacion (Buitrago cl.,
2019). Se ha encontrado que el 4cido cafeico y &cido clorogénico, presentes en especies
vegetales como la papa (Solanum tuberosum), la berenjena, la alcachofa y las manzanas
verdes, tienen actividad antiagregante y propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,

antiasmaticas y anticancerigenas (de Alencar Silva et al., 2020).

Mediante estudios fitoquimicos, se han aislado de Solanum tuberosum, los polifenoles
acido cafeico y acido clorogénico, ensayos realizados en plaquetas humanas, han

demostrado que dichos compuestos presentan actividad antiplaquetaria, disminuyendo la
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Agregacion (Camilo & Castillo,; Marcela & Ramirez, 2011). Sin Embargo, las
interacciones que estos compuestos ejercen en combinacion con el antiagregante Acido
Acetil salicilico (ASA) no han sido dilucidadas hasta la fecha.

Solanum tuberosum podria ser considerada como una fuente natural con potencial
antiagregante, no solo debido al efecto independiente de cada metabolito activo, sino
también por posibles interacciones, ya sean aditivas o sinérgicas, entre los componentes
de esta especie. La naturaleza de estas interacciones con el ASA y su impacto en la
potencia y eficacia de la respuesta farmacologica de S tuberosum aun no ha sido
determinada ni cuantificada hasta el momento, y este es el objetivo central de la presente

investigacion.

Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto de los compuestos polifendlicos principales de S. tuberosum sobre la

actividad antiagregante del acido acetil salicilico

Objetivos especificos

Determinar el efecto de los compuestos 4cido cafeico y acido clorogénico sobre la actividad

antiagregante del acido acetilsalicilico frente al acido araquidénico.

Determinar interacciones de tipo sinérgico aditivo o inhibitorio entre estos metabolitos y acido

acetilsalicilico frente a 4cido araquidénico.
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1.1 Marco teoérico

1.1 Las plaguetas
Las plaquetas son fragmentos celulares derivados de los megacariocitos, cuyos

precursores son las proplaquetas, las cuales carecen de nucleo, pero poseen organulos
tipicos como mitocondrias, y son ampliamente conocidas por su alta reactividad. Se
producen en la médula 6sea y, mas recientemente, se ha demostrado que también en el
pulmén. Permanecen en la circulacion sanguinea entre 5 a 7 dias aproximadamente, y su
papel es crucial en los vasos, ya que resultan indispensables para procesos como la
hemostasia, la cicatrizacion de heridas, la angiogénesis, la inflamacion y la inmunidad
innata. Estas funciones vitales son mediadas por una variedad de factores de sefializacion
y moléculas de adhesion, entre las cuales se encuentran proteinas de adhesion, receptores
de plagquetas y factores de crecimiento. Ademas, se ha evidenciado que las plaguetas
cumplen otros roles en la regulacion del crecimiento tumoral. Comprender estos
mecanismos y procesos resulta fundamental para abordar la fisiopatologia de los
trastornos cardiovasculares trombéticos y desarrollar estrategias terapéuticas efectivas
fases (Van der Meijden & Heemskerk, 2019).

Las plaquetas, presentan las siguientes caracteristicas: un didmetro mediode 2a 5 umy
un grosor de 0,5 um. En condiciones normales, el organismo de un individuo contiene un
namero de 150 a 350 x 1079 de estas células con un volumen celular de 6 a 10 f|"9.
Diariamente, se forman aproximadamente 1x10711 plaguetas en el cuerpo humano
gracias al proceso de megacariocitopoyesis. Este proceso, de complejidad controlada por
factores de transcripcidn, crecimiento de quimiocinas y otras citocinas, implica

interacciones de numerosas moléculas y células,
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cada una con un papel importante en el control de las distintas fases (Van der Meijden &
Heemskerk, 2019).

Cada megacariocito maduro puede dar origen entre 1000-3000 plaquetas, aunque otros
estudios informan que este numero puede ser hasta 5000. Para la formacion y liberacion
de plaquetas, los megacariocitos se vuelven poliploides por edomitosis (replicacion del
ADN sin divisién celular). Posteriormente, pasan por un proceso de maduracion en el cual
la mayoria de su citoplasma se empaqueta en muchos procesos largos llamados
proplaquetas, y el nicleo se extruye. Ademas, un megacariocito puede generar de 10 a 20

proplaquetas.

A medida que las plaquetas se desarrollan, reciben su contenido de granulos y organulos
como corrientes de particulas individuales transportadas desde el cuerpo celular del
megacariocito. La formacion de las plaquetas puede dividirse en 2 fases: la primera fase
de maduracion y desarrollo de megacariocitos en dénde ocurre una proliferacién nuclear
masiva y un agrandamiento del citoplasma por proteinas citoesqueléticas y granulos
especificos de las plaquetas. La segunda fase puede completarse en un par de horas,
durante esta segunda parte, los megacariocitos generan plaguetas remodelando su
citoplasma en proplaquetas que sufren eventos de fisidn posteriores y asi generar la forma
de disco de la plaqueta, se dice que el tiempo para que los megacariocitos completen la

poliploidizacion es de 5 dias en humanos (Machlus & italiano, 2013).
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Figura 1: Esquema de la produccion de plaquetas

- MK development in adult bone marrow
Endomitosis to create polyploid nucleus

. Cytoplasmic maturation

. Proplatelet formation and release

. Preplatelet to proplatelet interconversion
Platelet release

Nota. Tomado de “The incredible journey: From megakaryocyte development to platelet
formation”, por K Machlus, J Italiano, 2013, J Cell Biol (EEUU.) 786.
(https://doi.org/10.1083/jch.201304054).

1.2 Funciones de las plaquetas

Como se menciond anteriormente, las plaquetas cumplen diversas funciones, entre las
cuales destacan su participacién en la hemostasia, la coagulacion, la angiogénesis y su
papel en la inmunidad innata. Es importante sefialar que, al ser anucleadas, las plaquetas
no contienen ADN, pero si ARN, asi como otros organulos de almacenamiento y granulos

gue se regulan dinAmicamente durante su funcién plaquetaria.

Las plaquetas desempefian un papel crucial en la hemostasia, a través de un complejo
proceso que involucra distintas fases: adhesion, activacion, secrecion y agregacion
plaguetaria. En condiciones normales, las plaquetas no entran en contacto con el tejido

conectivo del subendotelio vascular. Sin embargo, cuando se produce dafio en el vaso, se


https://doi.org/10.1083/jcb.201304054
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exponen proteinas de la matriz subendotelial, lo que desencadena la interaccion de las
plaguetas con estas sustancias para lograr su adhesion y activacion (Harrison, 2005).

Las plaquetas contribuyen significativamente a la hemostasia a través de un complejo
proceso que consta de distintas fases. La primera fase, conocida como fase vascular, se
subdivide en dos etapas importantes. En primer lugar, se presenta la vasoconstriccion, que
tiene como obijetivo reducir el flujo sanguineo en el sitio del dafio para concentrar la sangre
“estancada” en el area de lesion y facilitar la localizacion de materiales necesarios para la
coagulacion. Ademas, esta vasoconstriccion ejerce presion para disminuir la cantidad de

fuerza que experimenta el vaso sanguineo.

La segunda fase de la hemostasia implica la intervencién de las plaquetas, quienes
desempefian un papel fundamental. Durante esta etapa, las plaquetas facilitan la accién
de factores necesarios dentro del sistema de coagulacion, llevando a cabo su activacion.
Asimismo, se unen entre si para formar un tapén plaquetario, es decir, una agregacion,
con el fin de detener el sangrado. Por ultimo, las plaquetas se adhieren tanto al vaso
sanguineo lesionado como al espacio subendotelial, asegurando una intervencion

oportuna y eficaz.

Durante el proceso de activacion, las plaquetas desempefian un papel fundamental al
proporcionar cofactores utilizados en el sistema de coagulacion. Este proceso, a su vez,
estd mediado por la interaccién de cuatro eventos principales: el flujo de calcio intracelular,
la translocacion negativa de fosfolipidos, la liberacion de granulos a y el cambio de forma.

Estos procesos ocurren en paralelo y se abordaran en detalle mas adelante.

En relacion a la fase de agregacion, la cual puede definirse como la capacidad de las
plaquetas para adherirse entre si, el principal protagonista de este proceso es la integrina
allbB3. Al igual que otros receptores, su afinidad aumenta en presencia de calcio, y su
ligando es el fibrindbgeno. Cuando se produce esta unién, se generan cambios estructurales

y la adhesion se vuelve irreversible. (Harrison, 2005)

La adhesion mayormente esta relacionada con el colageno que se esta en el espacio
subendotelial y dentro de las capas de los vasos sanguineos gracias al factor de von
Willebrand (VWF) el cual esta presente en gran concentracion tanto en el plasma como

en las plaquetas.
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También en estudios recientes se ha comprobado que los trombocitos desempefian un rol
en algunos procesos inflamatorios, al igual que otros elementos de la cascada de
coagulacion, este rol es el de la activacion/localizacion de la cascada del complemento,
importante participante de las reacciones inmunitarias innatas (Harrison, 2005).

En cuanto a la coagulacién dentro de los granulos a de las plaquetas se encuentra el 20%
de del factor V de la coagulacién, a pesar de ser un porcentaje no representativo, es el casi
todo el factor que se usa durante la coagulacion y es proporcionado por las plaquetas
(Rubenstein & Yin, 2018).

1.3 Estructuray fisiologia de la plagueta

Para entender mas facilmente la estructura delas plaquetas, hablaremos o describiremos
cuatro zonas, una zona periférica, una zona sol-gel, una de organulos y una de sistemas

de membrana.

En la zona periférica, encontramos una glicocalix que contiene glicoproteinas de superficie
indispensables para la interaccion de las plaquetas con la pared del vaso durante el dafio,
la actividad plaquetaria y la retraccion del coagulo. En esta zona, se expresan los
receptores de GPIb — IX- V y la integrina allB3, cuya funcion fue expuesta con anterioridad.
Posterior a esta glicocalix, se encuentra una bicapa lipidica, similar a la de otros tipos de
células, que también posee factor tisular. Al activarse, este se une a factores de
coagulacion y a la fosfatidilserina superficial. Otros elementos importantes que
encontramos cerca de esta bicapa lipidica son los finos filamentos de actina, también
conocidos como "el citoesqueleto contractil de la membrana", que son indispensables en
el funcionamiento de la plaqueta. En conjunto, todo lo anteriormente mencionado participa
en el proceso de sefalizacién y, a su vez, en la activacion plaquetaria (Ghoshal &
Bhattacharyya, 2014).

La zona sol gel, es descrita por autores como la matriz transparente del interior de la
plaqueta, esta zona posee microtibulos, microfilamentos, glucégeno, vesiculas y
organulos secretores, la disposicion de los microtibulos se encuentra en forma de espiral
cerca a la pared celular, con esta disposicidon se crea un sistema que sostiene al esqueleto
contractii de la membrana, la actina en microfilamentos da forma al esqueleto

citoplasmético, lugar en dénde encontraremos los orgéanulos, asimismo separa los
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organulos entre si y de la pared celular del trombocito en reposo. La contraccion de la
actina ocurre tras la activacion plaquetaria, para posteriormente gracias a este movimiento
dar paso a la secrecion del contenido de los granulos a a través del sistema canalicular
abierto (Ghoshal & Bhattacharyya, 2014).

Las plaquetas poseen tres tipos de organulos secretor primordiales: los granulos a, los
granulos densos y los lisosomas. Entre ellos, los granulos a son los mas abundantes y
contienen el vWf, proteinas como el factor V de coagulacion y la P-selectina, junto con
otras proteinas captadas por las plaguetas. El segundo organulo es el granulo denso, mas
pequefo que los granulos a, que contiene pirofosfato, calcio, magnesio, serotonina y
nucleétidos como ATP y ADP (Ghoshal & Bhattacharyya, 2014).

Ademas de estos organulos, las plaquetas contienen mitocondrias, que desempefian un
papel fundamental en los procesos energéticos. También se encuentran los lisosomas,
cuyo papel en la activacién plaquetaria aun no esta claro. Dentro de esta zona de
organulos, se identifica un lisosoma gue contiene glucégeno, con una forma similar a la de
los granulos a. Por otro lado, las mitocondrias estan siendo objeto de estudio para
determinar si también contribuyen con la aportacion de calcio a las plaquetas (Gremmel et
al., 2016).

Considerando los sistemas de membrana como parte de la estructura de las plaquetas
podemos decir que estan comprendidos por: aparatos de Golgi, el sistema canalicular
abierto conectado a la superficie, el sistema tubular denso y el reticulo endoplasmatico

rugoso.

El sistema canalicular abierto es una extensién de la membrana superficial, que se dispone
hacia adentro del trombocito y forma una estructura tubular. Tiene varias funciones
destacables: la primera es transportar fibrinbgeno a los a granulos, mientras que la
segunda funcién es que pueden utilizarse como via para la liberacion del contenido de los
granulos en la activacion plaquetaria. Ademas, estos sistemas pueden evaginarse y
proporcionar segmentos de membrana Utiles para la diseminacion plaquetaria tras la
adhesion posterior al dafio del vaso. Dentro de este sistema, las plaguetas también poseen
un sistema tubular denso, el cual se considera un residuo del reticulo endoplasmatico liso

del megacariocito.
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1.3.1 Granulos plaquetarios

Los granulos a son las estructuras mas abundantes en las plaquetas, presentando un
promedio de 50 a 80 por célula. En cuanto a su tamafio, son relativamente grandes, con
un diametro que oscila entre 200 y 500 m, adoptando formas redondas u ovaladas. Estos
granulos almacenan proteinas solubles asociadas a la membrana, tales como P-selectina,
fibrinbgeno soluble y factor de von Willebrand (VWWF). Estas sustancias son fundamentales
para procesos importantes como la adhesion, la coagulacion, la inflamacién y la defensa
del huésped. Cabe destacar que se han identificado tres clases distintas de estos granulos,
cada una con diferentes cargas y funciones especificas. Ademas, los granulos a poseen
pequefias vesiculas y pueden ser liberados tras la activacion de las plaquetas. (Chen et
al., 2018).

Relacionando el nimero de granulos a con el de granulos densos en la plaqueta, podemos
decir que el nimero de estos Ultimos es mucho menor, cada plaqueta puede contener tan
solo de 6 a 8 unidades, con un diametro de 150nm, lo granulos densos, son organulos
relacionados con el lisosoma y no con la red trans Golgi como los granulos a, y si
relacionamos su contenido, se vuelve mas denso con el paso del tiempo ademas
contienen serotonina, calcio, pirofosfato y un grupo de nucle6tidos de adenina no
metabolicos de ADP y ATP indispensables en la activacidén de las plaquetas, puesto que
la serotonina y el ADP se comportan como agonistas y ayudan a la activacion de las

plaquetas para que se recluten en el lugar del dafio del tejido (Bermejo E., 2017).

El tercer tipo de organulos que podemos encontrar en las plaquetas son los lisosomas, de
los cuales al revisar bibliografia no se encuentra tanta informacién comparada con la
informacién sobre los dos anteriores organulos citados, los lisosomas plaquetarios
contienen enzimas digestivas que pueden degradar y reciclar macromoléculas y productos
celulares dafiados, a su vez, en las plaquetas pueden regular el proceso de activacién al
liberar enzimas que modulan esta funcién ayudando a prevenir la formacién de coagulos

sanguineos innecesarios. (Gremmel et al., 2016)
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1.4 Activacion plaquetaria

La activacion plaquetaria abarca los pasos que atraviesan los trombocitos para
proporcionar los cofactores necesarios para el proceso de la coagulacion, como
enunciamos anteriormente este proceso se subdivide en cuatro fases: el flujo del calcio
intracelular, la translocacion negativa de los fosfolipidos, la liberacién de granulos a vy el
cambio de forma de la plaqueta.

Mediante bombas de calcio, se mantiene baja la concentracion de calcio del citosol de la
plagueta como en la mayoria de las células, y principalmente en los granulos densos que
contienen isoformas del reticulo sarcoendoplasméatico calcio adenosina trifosfatasa
(SERCA) las cuales utilizan energia de la escision del ATP en ADP para mover el calcio
en contra del gradiente de concentracion, gracias estas bombas SERCA en el granulo
denso la concentracién de calcio se mantiene en un rango de 100nmol/L, pero solo un
minimo porcentaje se secreta al exterior de la plagueta, en el momento que ocurre un
estimulo activador la concentracion de calcio del citosol aumenta gracias a la liberacion
de calcio reservado en los granulos densos, conviene sefalar que recientes
investigaciones han sefialado mecanismo de retroalimentacion positiva como mecanismo

para mantener las concentraciones de calcio al interior de la célula (Jm, 2017)

La distribucién de fosfolipidos en la membrana plaquetaria es mayormente simétrica en
estado de reposo, excepto por la fosfatidilserina. Esta molécula posee una red de carga
negativa debido a las cargas negativas presentes en el grupo fosfato y en el aminoéacido
serina. Gracias a esta caracteristica, se une al calcio y proporciona una superficie donde
se asocian residuos de acido y-carboxiglutdmico presentes en muchas proteinas de
coagulacion. Esto facilita la interaccién de proteinas de coagulacion y la localizacién de

plaquetas procoagulantes (Trostchansky et al., 2019).

La translocacién de fosfolipidos depende de ATP y es regulada por la fosfatidilserina, que
se mantiene simétricamente en la valva interior de la membrana en estado de reposo. La
scramblasa, una proteina responsable de equilibrar los fosfolipidos a través de la
membrana celular por carga, se activa en presencia de un aumento de calcio citosélico. Es

importante mencionar que la translocacién de fosfolipidos es un proceso reversible, y si el
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calcio intracelular regresa a condiciones basales, la distribucion de fosfolipidos se
restablece (Trostchansky et al., 2019).

La tercera fase de la actividad plagquetaria implica la liberacion de granulos a, que contienen
diversos agonistas como el ADP, el factor V de la coagulacion y otras sustancias
mencionadas anteriormente. Estos granulos también albergan dos proteinas especificas
de plaquetas: el factor plaquetario 4 y la B-tromboglobulina. Estas proteinas tienen la
capacidad de unirse a la heparina y neutralizar sus propiedades anticoagulantes. Ademas,
el fibrindgeno y el VWF son proteinas con caracteristicas adhesivas y desempefian un rol
importante en la agregacion y adhesion plaquetaria. Se expresan de manera similar en el
sitio dafiado del vaso, y su liberacion a través de los granulos a es esencial para las
reacciones secundarias que ocurren en el proceso de agregacion y adhesion
(Trostchansky et al., 2019).

Como ultima fase, pero recordando que todas estas pueden ocurrir en paralelo, ocurre el
cambio de forma en las plaquetas, el cual favorece la adhesion, activacion y agregacion,
la forma normal de las plaguetas es remplazada por una forma irregular con varios
filopodios delgados y largos creados por la polimerizacion veloz de actina en fibras

delgadas y largas que abracan micras desde el centro de la plaqueta hacia el exterior.

Gracias a esta polimerizacion, se producen cambios en la estructura de la membrana
plaquetaria. Estos cambios afectan la necesidad de crear nuevos fosfolipidos para
compensar la expansién de la membrana. En este momento, el sistema canalicular abierto
cumple un papel fundamental al suministrar los fosfolipidos necesarios que se exteriorizan
en la membrana. Asimismo, el sistema tubular denso también contribuye, aunque en menor
medida, al proporcionar un sitio para la nueva membrana durante el cambio de forma de

las plaguetas (Trostchansky et al., 2019).

Estos ajustes en la estructura de la membrana tienen un efecto positivo en el proceso. Por

un lado, la exteriorizacion del sistema canalicular abierto aumenta rapidamente el nimero
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de proteinas de adhesion, lo que facilita el contacto entre plaquetas y, a su vez, favorece
la agregacion plaquetaria. Por otro lado, el cambio de forma de las plaquetas resulta en un
aumento en el area de superficie, o que es esencial para inducir reacciones de coagulacion

y, finalmente, convertir el fibrinbgeno en fibrina insoluble.

1.5 El acido araquidénico como agonista plaguetario

El acido araquiddnico, un acido graso poliinsaturado ampliamente presente en las células,
desempefia un papel crucial como precursor de sustancias biol6gicamente activas,
incluyendo las prostaglandinas, los leucotrienos y el tromboxano. Estos autacoides
desempefian funciones vitales en procesos como la hemostasia primaria y la
aterotrombosis, siendo el tromboxano A2 (TXAZ2) de especial relevancia. En el contexto de
este estudio, se investigara interacciones de dos metabolitos secundarios presentes en

Solanum tuberosum y el inhibidor selectivo de TXA2, el acido acetil salicilico.

Cuando los fosfolipidos son estimulados, el acido araquidonico es producido por la
fosfolipasa A2. Posteriormente, sufre diversos procesos, incluida la oxidacién a través de
la enzima ciclooxigenasa (COX), lo que lo convierte en prostaglandina H2 (PGH2). Gracias
a la presencia de la TXA2 sintasa, PGH2 se transforma en el poderoso mediador
proagregante conocido como TXA2. Esta molécula tiene la capacidad de ser liberada y, a
su vez, inducir la agregacion plaguetaria, un aspecto fundamental en la regulacién de la

coagulacion y la respuesta a dafos vasculares (Trostchansky et al., 2019).

1.6 Patologia dela agregacion plaguetaria

La principal causa de muerte en el mundo son las enfermedades cronicas no transmisibles

como lo son las enfermedades cardiovasculares, dentro de estas enfermedades tenemos:
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eventos cerebrovasculares, el infarto agudo de miocardio y la enfermedad cardiovascular.
Dentro de las causantes de dichas patologias tiene participacion la formacion de trombos
en placas ateroescleroticas lo cual a su vez esté relacionado con la trombogenicidad de
las placas ateroescleréticas, la hemorragia local y los factores proinflamatorios
(Goodman & Gilman, 2012)

La ruptura de la placa ateroesclerética provoca el contacto sanguineo con un nucleo
necrosado, desencadenando la formacion de trombos. Estos trombos se desarrollan a
partir de plaquetas agregadas en condiciones de flujo alto y de fibrina de otras células
sanguineas. La activacion plaguetaria ocurre en el sitio de las placas alteradas y es el paso
principal hacia la formacion del trombo. Durante esta activacion, se liberan agonistas como
ADP, serotonina y TXA2, lo que lleva a una auto amplificacion y propagacion del trombo.
Ademas, en combinacién con la accién de otros factores como los complejos del factor
Tisular (FT/FVII), la activacion de los receptores activados por proteinasas (PAR) afecta
diversos agentes biolégicos no hemostaticos. Estos procesos también interactian en el
desarrollo del dafio vascular y en la fisiologia de la enfermedad ateroesclerética, entre otras

implicaciones.

Cuando inicia la desgranulacién, su activacién continda en un ciclo de retroalimentacion
positiva. El difosfato de adenosina (ADP) liberado de los granulos densos se une a los
receptores P2Y1 y P2Y12 en la membrana plaquetaria, lo que desencadena la expresion
del receptor GPIIb/llla. Esta incorporacién reciente del receptor plaquetario, junto con el
TXA2 producido por la enzima ciclooxigenasa plaguetaria, permite la agregacion
plaquetaria (AP). El factor de interaccion de los granulos alfa actia como enlace entre los

receptores GPIIb/llla en diferentes plaguetas (Varga-Szabo et al., 2008)

También existen pruebas de que las plaguetas activadas, contribuyen a otras
enfermedades fisiopatolégicas, como la trombosis arterial, la venosa, la trombocitopenia
inducida por heparina, el cancer y la drepanocitosis, a través del desprendimiento de
microparticulas plaquetarias, segun estudios, (Yeung et al., 2018) estas microparticulas

pueden suprimir o0 aumentar la capacidad metastasica de las células tumorales.

La trombosis arterial se inicia tras el dafio en el endotelio vascular por la ruptura de la
placa ateroesclerética, en condiciones de alta velocidad de cizallamiento, y asi activarse y

agregarse gracias a la interaccion entre el VWWF, el colageno y los receptores GPVI, estas
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uniones inducen una cascada de sefializacion conduce a la activacion de la integrina Il1b3,
al mismo tiempo se observa un aumento de la afinidad por las proteinas de adhesién VWF,
fibrinégeno, fibrina y fibronectina, estos procesos conllevan a que las plaquetas conformen
agregados con otras plaquetas activas y asi se promueve la creacion del trombo.
Resultado de esto también es una retroalimentacién positiva tras la liberacién de agonistas
como ADP, TxA4;, para continuar con la agregacion a través de sus GPCR, quienes por
otra parte inician sefializacion intracelular, incluida la aparicién de segundos mensajeros
como DAG (diacilglicerol), e IP3 (inositol trifosfato), culminando en diseminaciéon y
activacion plaquetaria y el por consiguiente el crecimiento del trombo. (Yeung et al.,
2018)

La trombosis venosa, que incluye la trombosis venosa profunda y la embolia pulmonar, se
ha asociado tradicionalmente con la triada de OW (hipercoagulabilidad, alteraciones del
flujo sanguineo y disfuncién endotelial). Sin embargo, se ha pasado por alto el papel de
las plaquetas como factor determinante en este tipo de trombosis. Con el tiempo, estudios
experimentales han demostrado el papel relevante de las plaquetas en la trombosis venosa
profunda. Se ha observado un aumento de las microparticulas (MP) en pacientes con TVP,

especialmente en pacientes oncolégicos.

Asimismo, los estudios sobre el uso de farmacos antiplaquetarios, como el clopidogrel y el
acido acetilsalicilico, en modelos animales han mostrado la reduccion de los trombos
venosos. Ademas, investigaciones como ASPIRE y WARFASA han proporcionado
evidencia sobre la eficacia de los antiagregantes al final de la anticoagulacién inicial, o que

ha llevado a una disminucion en la tasa de TVP (Yeung et al., 2018).

Las plaquetas desempefian un papel importante en la respuesta inmunitaria, y esta
participacién puede tener consecuencias complejas que van desde la protrombosis hasta

una respuesta plaquetaria disminuida que conlleva a la hemorragia.

En este contexto, las plaquetas expresan receptores como los Toll-like Receptors (TLR),
gue reconocen y se unen a patégenos, activando asi la respuesta inmune. También
poseen receptores Fc gamma que utilizan células inmunitarias para inducir respuestas
plaquetarias y actllan como un puente de comunicacion con otras células mieloides. Un
ejemplo de esto es la endotoxina de bacterias Gram negativas, la cual juega un papel

importante en la sepsis al activar el TLR tipo 4 en neutréfilos y plaquetas, lo que puede
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inducir la formacion de agregados plaquetarios-neutréfilos y trampas extracelulares de
neutrofilos conocidas como "Netosis". Sin embargo, este proceso puede tener resultados
perjudiciales, ya que la activacion de neutréfilos provocada por las plaquetas puede causar
lesiones en el hospedador (Yeung et al., 2018).

Ademas, estudios in vivo en ratones han demostrado que la activacion de TLR4 induce
trombosis vascular y provoca trombocitopenia, entre otras complicaciones. Ademas, se ha

observado que las plaquetas también tienen un papel en el sindrome urémico hemolitico.

1.7 Solanum tubersosum

Se ha documentado que Solanum tuberosum, también conocida como papa, fue
encontrada en América del Sur, especificamente en Bolivia, hace aproximadamente entre
10,000 y 7,000 afios. Aunque su primer hallazgo ocurri6 al sur de Lima, existen diferentes
opiniones sobre su procedencia, y se sugiere que sus origenes se remontan al altiplano
de Peru-Bolivia (Lim & Lim, 2016)

En todo el mundo, alrededor de 95 paises estan involucrados en la produccion de papas,
alcanzando un valor total de aproximadamente $13 mil millones de ddlares. El género
Solanum comprende mas de mil especies, y dentro de él, la subseccién papa engloba
todas las papas con tubérculos. Esta subseccion se divide en varias series, y entre ellas,
la serie tuberosa es relevante para el presente documento, donde se encuentran
aproximadamente 54 especies, tanto silvestres como cultivadas, entre las que destaca S.

tuberosum.

S. tuberosum se subdivide en dos subespecies: tuberosum e andigena. La subespecie
tuberosum es ampliamente cultivada en regiones como América del Norte y Europa.
Mientras tanto, la subespecie andigena también es cultivada, aunque se limita

principalmente a América Central y del Sur (OFDE, 2021).
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La papa (Solanum tuberosum) es una planta herbacea anual que puede crecer hasta un
metro de altura y produce un tubérculo, conocido como la papa, que es extremadamente
rico en almidén. De hecho, este tubérculo ocupa el cuarto lugar en importancia mundial
como alimento, solo superado por el maiz, el trigo y el arroz. Perteneciente a la familia de
las solanaceas, la papa forma parte del género Solanum, que incluye al menos mil

especies, entre las que se encuentran el tomate y la berenjena (FAO, 2008.)

1.8 Polifenoles presentes en Solanum tuberosum

Dentro de los metabolitos de S. tuberosum encontramos los compuestos fenélicos, que se
han estudiado por su variedad de efectos beneficiosos en la salud humana y poca toxicidad
dentro del interés de este estudio abordaremos los compuestos fendélicos acido cafeico y

acido clorogénico.

Los compuestos fendélicos son metabolitos secundarios de la papa que actdian para ayudar
a la planta a defenderse de los patégenos invasores como, bacterias, hongos y virus. Sin
embargo, también participan en reacciones de pardeamiento catalizadas por enzimas que
pueden afectar negativamente el color, el sabor y la calidad nutricional de las papas
(Borda.,2020).

Estos acidos son fenilpropanoides que se biosintetizan por la ruta del acido shikimico.
Probablemente el mas conocido de los acidos hidroxicinamicos es el 4cido clorogénico, su
nombre proviene de su familia de esteres de &cidos hidroxicinamicos, interviene en
biosintesis de la ligina, en cuanto a sus propiedades quimicas podemos decir que es un
éster formado entre el acido cafeico y acido L-quinico, teniendo en cuenta esto
encontramos diversos isdmeros como el criptoclorogénico y el acido neoclorogénico. El
acido clorogénico mas comun es el acido 5-o- cafeoilquinico, que todavia se llama a
menudo acido clorogénico, con ingestas que alcanzan a los 1000 mg/dia o0 mas. Se
encuentra principalmente en el café, pero también en frutas como peras manzanas
ciruelas, cerezas, melocotén, kiwis y verduras como la papa zanahoria y tomate dulce (Tom
et al., 2016).
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1.8.1 Acido clorogénico

El &cido clorogénico es un compuesto con una amplia gama de efectos farmacoldgicos de
gran relevancia. Estudios tanto in vitro como in vivo han demostrado que este compuesto
presenta actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales,
hipoglucémicas, hipolipemiantes, anti cardiovasculares, antimutagénicas,

anticancerigenas e inmunomoduladoras, entre otras.

Es importante destacar que el acido clorogénico se hidroliza en acido cafeico y &cido
quinico en el intestino, gracias a la accién de una enterasa, y posteriormente es absorbido
por el organismo. Una vez absorbido, es metabolizado en glucésidos de acido glucurdnico
y metabolitos de sulfato, y se encuentra en forma de metabolitos en el plasma. Finalmente,
la excrecion de estos compuestos se produce a través de la via renal (Miao & Xiang,
2020)

Estos hallazgos subrayan la amplia gama de propiedades beneficiosas del acido
clorogénico y su potencial como compuesto terapéutico en el tratamiento de diversas
afecciones. Su capacidad para intervenir en procesos antioxidantes, antiinflamatorios y
antimicrobianos lo convierte en un componente prometedor en la blusqueda de alternativas
terapéuticas efectivas y seguras. Los estudios continlan desvelando nuevas facetas de

este compuesto y su aplicacion potencial en el campo de la medicina y la salud.

El ACG, con sus cinco grupos hidroxilos activos y un grupo carboxilo, posee una estructura
gue le permite reaccionar facilmente con los radicales libres, lo que le confiere propiedades
antioxidantes. Ademas, formas radicales de hidrégeno que eliminan la actividad de los
radicales hidroxilos y aniones superéxido. Estudios recientes han demostrado que el ACG
puede ser beneficioso para la salud al aliviar la lesion hepética alcohdlica, acelerar la

reparacion de heridas en ratas y mejorar lesiones intestinales.

Probablemente, los mecanismos detras de los beneficios del ACG incluyen la promocién
del metabolismo de aminoacidos y glutatién, asi como la mejora en el metabolismo de
lipidos mediante la activacion transcripcional de la proteina Nrf2 bajo condiciones de
estrés. Esto conduce a la proteccion y promocién de la expresion de genes protectores,
como proteinas antioxidantes y enzimas desintoxicantes, reforzando asi la capacidad

antioxidante del organismo (Miao & Xiang, 2020).
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Figura 2. Estructura quimica acido clorogénico

Del mismo modo como efecto beneficioso para la salud, se ha encontrado efecto
anticardiovascular, relacionado con las consecuencias de la presencia de radicales libres
en relacién con las lesiones endoteliales causado por estos, las cuales como se ha descrito
con anterioridad en el presente trabajo son las base de condiciones patolégicas como la
agregacioén plaguetaria anormal , la coagulacion, la apoptosis entre otras, el ACG ha sido
reconocido por aumentar la concentracion de iones potasio en sangre reducir los niveles
de triaglicerol y colesterol en la sangre, también posee actividad protectora en las células
endoteliales vasculares por consiguiente tiene un efecto protector eficaz sobre el sistema
cardiovascular y se ha demostrado también que el acido isoclorogénico B tiene un efecto

inhibidor sobre la biosintesis de trombina (Miao & Xiang, 2020).

1.8.2 Acido cafeico

El acido cafeico (AC), es un compuesto con diversos efectos sobre la salud, esta presente
en café, el vino tinto, las manzanas, las ciruelas, los arAndonos rojos y negros, hierbas de
la familia de la menta, el tomillo, el orégano la mejorana, la papa y también sus ésteres
naturales como el acido clorogénico, el 4cido rosmarinico y el éster fenetilico del acido

cafeico.

El acido cafeico tiene una estructura que incluye un nucleo aromatico, doble enlace
conjugado y grupos hidroxilo, lo que le confiere propiedades antioxidantes. Ademas,

estudios han demostrado que tiene efectos beneficiosos en una variedad de
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enfermedades, como cancer, diabetes, obesidad, enfermedades cardiovasculares,
Alzheimer y Parkinson.

En el contexto de las enfermedades cardiovasculares, que estan estrechamente
relacionadas con el sindrome metabdlico, el acido cafeico ha mostrado una diversidad de
efectos positivos. Por ejemplo, en ratones diabéticos inducidos por estreptozocina, el acido
cafeico ha demostrado reducir los niveles de glucosa en sangre, normalizar los niveles de
insulina, aumentar los niveles de glucoquinasa hepéatica, normalizar el peso corporal y
reducir los niveles de LDL en sangre. Ademas, en células endoteliales de la vena umbilical
humana, el &cido cafeico ha reducido la produccién de especies reactivas de oxigeno, que
son una de las principales causas de dafio en el endotelio vascular y, por lo tanto,
generadoras de hiperactividad plaquetaria. En resumen, el acido cafeico muestra un gran
potencial para mejorar la salud cardiovascular y prevenir o tratar diversas enfermedades

asociadas al sindrome metabdlico (Pavlikovéa, 2023).

Figura 3: Estructura del acido cafeico

Se encontré que el AC también puede influir en el tejido adiposo, transformando adipocitos
blancos en marrones (estos segundos son mas propensos a sufrir lipolisis), y lo hace
mediante la disminucion de genes de diferenciacion adipogénica blanca, incluyendo,
adiponectina CAAT/proteina de union potenciadora alfa y proteina de unién a acidos
grasos 4 (FABP4) ademas aumenté la expresion de marcadores de adipocitos marrones:

activador de muerte celular (CIDEA) y proteina desacomplante 1 (UCP1), como hallazgo
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incidental se consiguié un efecto mas potente en el “oscurecimiento” de los adipocitos

blancos combinando el &cido cafeico con el &cido clorogénico.

La obesidad esta estrechamente relacionada con la ateroesclerosis, y ambas condiciones
estan asociadas con la inflamacién vascular. En este contexto, el acido cafeico (AC) mostré

un efecto significativamente antiateroesclerético en células del cordén umbilical humano.
Se observé que a una concentracion de 20uM, el acido cafeico redujo la produccion de
interleucina-8 (IL-8) y la expresion del receptor tipo 4 de toll-like (TLR4). Ademas, inhibié
la expresion de la molécula de adhesiéon vascular 1 (VCAM-1), que es crucial para la
adhesion de los leucocitos al endotelio. El descubrimiento de este efecto del acido cafeico
puede ser un paso importante en la prevencion del desarrollo de la ateroesclerosis y sus

consecuencias asociadas (Pavlikova, 2023).

Se cree que tiene efecto anticancerigeno, ya que puede reducir la vascularizacion de
tumores mediante la inhibicién de la fosforilacién de JNK-1, una quinasa c-Jun N-terminal
que forma parte de la familia MAPKs. Ademas, se ha observado que esta sustancia
disminuye la activacion de HIF-1a (Factor Inducible por Hipoxia), lo que a su vez conduce
a una reduccidon en la vascularizacion inducida por el VEGF (Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular). Como resultado, se produce una disminucién en el crecimiento del
tumor. Estudios han analizado su efecto en varios tipos de cancer, incluyendo el melanoma

y el colorrectal (Tyszka-Czochara et al., 2018).

.9 Acido acetilsalicilico.

El acido acetilsalicilico fue utilizado inicialmente como antipirético, pero en 1940 se
descubri6é que causaba hemorragia y 40 afos después se demostré que tenia efectos

antiplaguetarios mediados por prostaglandinas (Fernando & Frade, 2008).

El tromboxano A2 es uno de los agonistas mas potentes de la activacion plaquetaria, este
se forma cuando ciclooxigenasa 1 activa el acido araquidonico. El ASA inhibe la Cox-1,
con esto evita la generacién de tromboxano A2 y demas prostaglandinas (Fernando &
Frade, 2008).
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El ASA ejerce su accion inhibiendo la COX al unirse al residuo de arginina-120, un punto
de unién compartido con otros AINE. Al acetilar una serina clave para la accion catalitica
de la enzima (serina 529 para la COX-1 plaquetaria y serina 516 para la COX-2 endotelial),
disminuye la sintesis plaquetaria de TXA2. También reduce la secrecion de granulos
densos en las plaquetas, lo que limita la liberacion de sustancias proagregantes y

vasoactivas durante su activacion.

Figura 4: Molécula &cido acetilsalicilico

O OH

e

)

Ademas de sus efectos en las plaguetas, el ASA tiene otras acciones no plaquetarias,
como la inhibicibn de las prostaglandinas y la sintesis de interleucina (IL) 6 en los
leucocitos. También reduce la actividad de los inhibidores del 6xido nitrico sintasa
endotelial (eNOS). Estos diversos efectos contribuyen a explicar por qué los beneficios del
ASA son mayores de lo esperado, considerando su simple inhibiciébn plaquetaria

dependiente del TXA2, que es un agonista relativamente débil (Badimon & Vilahur, 2013b).

En relacion al papel del ASA en prevencion primaria y secundaria, un estudio reciente
concluyé que la administracion de ASA a dosis de 100-150 mg/dia es efectiva en prevenir

enfermedades isquémicas en pacientes de alto riesgo (prevencion secundaria). Sin
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embargo, en el caso de prevencion primaria, no se observé el mismo nivel de beneficio.
Por el contrario, se encontré que existe un mayor riesgo de eventos adversos, como

hemorragias, lo que lleva a cuestionar la utilidad de este farmaco en esta situacion.

En prevencién primaria, aunque el riesgo de sufrir un primer infarto se reduce en un 18%,
el riesgo de hemorragias extracraneales aumenta en un 54%. Por lo tanto, se puede
concluir que el uso de ASA no es una opcion recomendable en prevencion primaria debido

a que los posibles riesgos superan a los beneficios esperados (Badimon & Vilahur, 2013).

Por otro lado, encontramos que en prevencion secundaria el ASA es el antiplaguetario de
referencia en eventos agudos cardiovasculares como 1AM, EVC, cuya indicacion es la
administracién indefinida, excepto en condiciones especiales como problemas

gastrointestinales, reacciones alérgicas y/o hemorragias.

En contraste se ha comprobado que el ASA soélo reduce los eventos clinicos
aproximadamente en un 30%. Incluso se ve con mas frecuencia un efecto de” resistencia
al “ASA” o el también llamado “fracaso en el tratamiento con ASA” lo cual nos incita a
estudiar mas a fondo su actividad bioloégica, y desarrollar nuevas alternativas

farmacoldgicas (Badimon & Vilahur, 2013).

Ademas, se ha evidenciado que, en particular en ancianos y mujeres, el tratamiento puede
presentar un "fracaso" que se manifiesta en la prolongacién del tiempo de sangrado, la
inhibicion de la agregacion plaquetaria ex vivo y la supresion de la produccién plaquetaria
de TXA2.

Los mecanismos implicados en este fenbmeno de resistencia probablemente sean de
multiples origenes y podrian deberse a reduccion de la sintesis de TXA2 y factores
derivados de fallo en el tratamiento. La insuficiente supresién del TXA2 puede originarse
de un aumento en la renovacion de plaquetas, de una mayor sintesis de TXA2 de fuentes
no plaquetarias, de interacciones farmacoldgicas con otros farmacos del mismo grupo
(AINEs), y de polimorfismos genéticos (COX, TXA2 sintasa). Igualmente, existen otros

mecanismos que pueden esclarecer el posible fallo en tratamiento como la activacion
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plaguetaria por vias alternativas a COX-1, la disminucion en la absorcion, el incremento

del metabolismo y la poca adherencia al tratamiento (Badimon & Vilahur, 2013) .

Esta sustentado por estudios que la resistencia al ASA es un factor directamente
relacionado con riesgo cardiovascular, aunque hasta ahora se comienzan a comprender
los efectos que trae este evento consigo, es necesario ahondar en procedimientos para
reconocer pacientes con esta caracteristica, ademas de los diversos mecanismos por lo
cuales se da esta condicion. Asi mismos estudios demuestran que al aumentar la dosis de
ASA en estos pacientes conlleva mas al riesgo de hemorragia en lugar de obtenerse algin

efecto terapéutico (Badimon & Vilahur, 2013).

.10 Interaccion farmacolodgica.

En los dltimos afios, ha aumentado el interés en la combinacion de farmacos con
actividades similares para el manejo de enfermedades como la hipertension y el manejo
del dolor, entre otros. También se ha generado conciencia sobre el uso de combinaciones
sinérgicas de medicamentos, lo que permite utilizar dosis mas bajas de cada uno y asi

reducir los efectos adversos o no deseados (Di Veroli et al., 2016)

Cuando se administran dos farmacos en combinacion, pueden surgir efectos de aditividad,
sinergismo y antagonismo. Aunque existen diversas definiciones que no siempre son
concluyentes, la aditividad se refiere al resultado de la combinacién de farmacos que es
coherente con las potencias de los farmacos individuales. Este término proporciona la base
para evaluar sinergismo y antagonismo y deriva del concepto mas basico de equivalencia
de dosis y del modelado cuantitativo asociado a él. El efecto puede ser sinérgico, lo que
significa que demuestra una accion superior a la esperada de sus potencias y eficacias

individuales.

La definicién precisa de sinergia farmacolégica aln es objeto de debate, pero en términos
generales se refiere a una interaccion positiva que produce un efecto farmacol6gico. A
diferencia de la eficacia, que mide la respuesta de una combinaciéon de farmacos, la
sinergia se relaciona con la capacidad de potenciar el efecto esperado. Es importante

destacar que una combinacion altamente sinérgica puede no ser suficiente para lograr el
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efecto farmacologico deseado, mientras que una combinacién que genere un efecto muy

elevado no necesariamente implica que exista una interaccion sinérgica (Tang et al., 2015)

Al usar farmacos en combinacién se busca lograr un efecto terapéutico sinérgico, reducir
la dosis y con esto a su vez la toxicidad y/o prevenir o disminuir la posibilidad de
farmacorresistencia, haciendo una buUsqueda sobre una definicibn universal sobre
sinergismo, encontramos que no existe un consenso alguno, pero si encuentra diferencias
con otro tipo de interacciones como por ejemplo sinergismo frente a potenciacion, en
donde el sinergismo es “mutuo” mientras que la mejora, potenciacién o aumento en
“unilateral”, el sinergismo deben determinarse con valores de Cl (indice de combinacién) ,
mientras que en el caso de la potenciacion o el aumento basta con indicar x% o una mejora
de y. Cuando un farmaco por si solo no tiene efecto, no habra valores del Dm (potencia) y

m (forma de la curva dosis- efecto) (Chou, 2010).

A lo largo de varios afos, el entusiasmo por reconocer y medir el sinergismo ha
experimentado un crecimiento significativo, motivado por los provechos que este tipo de
interaccion brinda, tal como se ha mencionado previamente. Se han empleado enfoques
experimentales, en conjuncién con modelos mateméaticos, que abarcan los modelos de
Loewe, Bliss y HSA (Highest Individual Agent), ademas del paradigma Chou-Talalay,

considerado un referente clasico.

11 Técnicade Estudio de agregacion plaquetaria.

Para analizar el impacto antiagregante y el mecanismo de accion, se emplea la
metodologia descrita por Born (1962), la cual hace uso de un fotébmetro alterado

(agregémetro) para registrar las modificaciones observadas (Michelson, A. 2013).

Las investigaciones de agregacion plaguetaria (AP) analizan la reaccién de aglutinacion
de las plaguetas ante diferentes estimulantes plaquetarios, tal como se registra mediante
un agregémetro que utiliza transmision de luz. Algunos agregémetros miden la excrecion
de granulos plaquetarios, otro indicador de la funcién plaquetaria; asimismo, es posible

evaluar simultdneamente la liberacion de ATP por las plaquetas agregadas.
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La técnica de agregometria de transmision de luz (LTA), consiste en la exposicion de las
plaguetas a numerosos estimulos ex vivo, se dice que se cred hacia los 60’s mejorando

asi la ide identificacion y diagnéstico de defectos relacionados con la hemostasia primaria.

La LTA es ampliamente reconocida como el estdndar de referencia para estudiar la funcién
plaguetaria, por lo que es una de las técnicas mas utilizadas para identificar y diagnosticar
diversos trastornos plaquetarios y para investigar esta area mediante el andlisis de la
transmision de luz a través de muestras de PRP obtenidas al centrifugar sangre
anticoagulada a bajas revoluciones. EI PRP es una suspension opaca de células que
reduce significativamente la transmision de luz. Después de agregar un agonista
plaguetario, la agregacion disminuye la turbidez de la suspension, lo que aumenta la
transmision de luz (estableciendo el 100 % de transmision de luz con PPP). La dinamica
de la agregacion plaquetaria se mide en tiempo real y se expresa en porcentaje (Linden
et al., 2004.).

En relacién con las limitaciones de la técnica, es importante destacar que la obtencién
del plasma rico en plaquetas debe realizarse en el menor tiempo posible. Se ha
observado una mayor agregacion plaquetaria en muestras que fueron procesadas
inmediatamente después de la recoleccion, en comparacion con aquellas que se dejaron
en reposo por mas tiempo. Por ende, es crucial resaltar que el tiempo éptimo para
procesar la muestra después de la recoleccion no debe exceder los 30 minutos, con el fin

de asegurar resultados éptimos en cuanto a la agregacion plaquetaria.
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2.Metodologia

2.1 Materiales y Métodos

La parte experimental del trabajo fue realizada en el laboratorio de investigaciones en
Farmacologia (cédigo Hermes 193) Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional
de Colombia.

2.1.1 Material Bioldgico

Los diferentes ensayos fueron realizados con plasma rico en plaguetas (PRP) de tres
voluntarios sanos, previo consentimiento informado (Anexo A con edades de entre 18 a 35
afos, que no estuvieran en ningn manejo farmacolégico por un lapso no menor a 15 dias

y que no tuvieran antecedentes de consumo de tabaco.

2.1.2 Materiales y reactivos

Para el desarrollo de este estudio se utilizé: 1) agregometro de Helena Laboratories, 2) el
Inductor de agregacion plaquetaria (AA, Helena ®), el cual se prepard en agua destilada
segun instrucciones del fabricante. Los polifenoles (acido cafeico y &cido clorogénico de
Sigma- Aldrich®) y ASA (Cayman Chemical Company®), se disolvieron en DMSO sin

gue éste superara una concentracion final de 0,1%.

2.1.3 Preparacion de las plaquetas

Para la obtencion de la muestra se usaron materiales y procedimientos adecuados, como
torniquete, aguja de calibre <21 G, y se desecharon los primeros 2 ml extraidos, para
minimizar el efecto de la tromboplastina tisular y evitar hemdlisis. Las muestras sanguineas
se procesaron dentro de los siguientes 20 minutos de la venopuncién. La manipulacion de
las cubetas con los reactivos de prueba se realiz6 con mucha precaucién a lo largo del

ensayo tal como lo sugiere el manual del agregbmetro (Helena Laboratories).

Se obtuvieron 18 ml de sangre total en tubos “tapa azul” o con citrato sodico al 3,2 % como

anticoagulante, (quedando una proporcion de 9/1), se dejé reposar y luego se centrifugd
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durante diez minutos a 1200 rpm para obtener PRP. Posterior a esto se dejo reposar y se
hizo una centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos de una alicuota y asi obtener plasma
pobre en plaquetas (PPP), como blanco de absorcion para realizar la calibracién del
agregometro al 100% de transmitancia y 0% de absorbancia.

2.2 Equipos y materiales

+ Agregémetro AggRAMTM1486 Helena Laboratories.

» Stir Bars AQgRAMTM de Helena Laboratories.

» Tubos de silicona cubiertos de vidrio Helena Laboratories.

» Centrifuga Hettich EBA 20.

+ Balanza.

» Congelador Biomédico Panasonic MDF-U334-PA.

* Micropipeta 100 - 1000 uL CALIBRA R 822 Autoclavable de SOCOREX.
* Micropipeta 20 - 100 yL Transferpette R de BRAND.

* Micropipeta 0,5 - 10 yL ACURA R 825 Autoclavable de SOCOREX.
* Micropipeta 2- 25 yL ACURA R 825 Autoclavable de SOCOREX.

* Tubos de laboratorio.

 Guantes de latex.
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* Torundas de alcohol.
« Agujas para recoleccién se sangre BD Vacutainer.

» Guardian para disposicién de material cortopunzante

2.3 Protocolo experimental

Los ensayos de los compuestos sobre agregacion plaquetaria se realizaron con la técnica
LTA, o agregometria, turbidimetria, segin el método de Born y O’brien. (Alan D
Michelson, 2013).

2.3.1 Fases del Estudio

El estudio puede dividirse en tres partes: en la primera parte se realizaron ensayos para
buscar la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de los compuestos planteados y examinar e
efecto concentracion — respuesta de ASA, frente al inductor acido araquidoénico, con el cual
estd ligada la accion farmacoldgica de este antiagregante. En la segunda parte se
realizaron ensayos, con combinaciones de cuatro concentraciones de cada uno de los
compuestos expuestos anteriormente cuyos % de agregacion alcanzara valores entre 20-
80%, y en la tercera y Ultima parte o fase, se analizaron los datos obtenidos con las
combinaciones de la segunda fase del estudio aplicando el modelo de Loewe con la
plataforma Combenefit, para determinar si las interacciones resultantes fueron o no de tipo

sinérgico.

* Primera fase

Se incubo durante 10 minutos en cada cubeta del agregémetro 225 uyL de PRP mas los
ML necesarios segln concentraciones crecientes de cada uno de los (3), teniendo en
cuenta concentraciones usadas en estudios anteriores (Buitrago cl., 2019). Con el fin
de encontrar CI50, las concentraciones de &cido cafeico y acido clorogénico se
obtuvieron a partir de una solucién madre de 1mg/1lml como solvente se usé DMSO
0,1%, transcurrido ese tiempo se efectué un minuto de la lectura y luego se agregaron
25 uL del
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agonista AA los cuales corresponden AA 5x10* M, (segun especificaciones del
fabricante), se registré por 10 minutos adicionales. Como control negativo se utilizé
DMSO (0,1%).

* Segunda fase

Posterior a hallar las concentraciones de los polifenoles y ASA cuyo porcentaje de
agregacion maximo registrado por el agregometro alcanzé valores entre 20 y 80%, se
realizaron ensayos combinando cuatro concentraciones crecientes de ASA con cuatro
concentraciones de cada uno de los polifenoles, (ver tablal y 2) con la misma técnica
descrita en la primera fase Se incubo durante 10 minutos en cada cubeta del agregémetro
225 uL de PRP mas los pL necesarios segun concentracion de cada uno de los (3)
compuestos, transcurrido ese tiempo se efectué un minuto de la lectura y luego se
agregaron 25 yL del agonista AA los cuales corresponden AA 5x10* M, (segun
especificaciones del fabricante), se registr6 por 10 minutos adicionales. Como control
negativo se utilizé DMSO (0,1%).

Tabla 1: Concentraciones M usadas de los polifenoles de prueba fase | del ensayo.

, , PROMEDIO DE %
COMPUESTO DE PRUEBA | CONCENTRACION | CONCENTRACION M |ANTIAGREGACION
USADA g/mL
6 x10~% 3xlo* 10
; 1x10~* 5.5x10~* 8,1
Acido Cafeico 152102 293
8.3x1073
2 %107 1,1x1073 39,3
25x107" 1.38x1073 78,2
3x1077 1.66x103 80,4
1xl0™® 2.8x10°5 <0
Lxlo~ 2x107 <0
R 8.5x1075 3
Acido clorogénico g x107F 1.6x10~* 5,5
B xlomE 2.2x107% 79
L5 =10~ 4.2x107* 84
2 x10~ 5.6x10~* 74
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Tabla 2: Concentraciones en pg/ml usados de ASA fase del ensayo

COMPUESTO DE | CONCENTRACION USADA |  CONCENTRACION USADA| PROMEDIO DE %
PRUEBA ug/mL M ANTIAGREGACION
0,1 5.5x1077 <0
1 5.5x10~6 61,4
10 5.5x10~5 47,3
30 1.6x10~* 64
ASA
60 3.3x107* 60
100 5.5x107* 53
200 1.1x1073 24,4
300 1.6x10~2 30

Tabla 3: Concentraciones M de ASA, AC, y ACL usadas en la fase Il

CONCENTRACIONES M CONCENTRACIONES M CONCENTRACIONES M
DE ASA DE ACIDO CAFE(CO DE ACIDO CLOROGENICO
5.5x10~6 Eanlo? T 2510
5.5x1075 Ll as? Zalin=s
3.3x107* 138m0re 4 73010r
5.5x107* = e et a0

e Tercerafase

En la tercera parte del estudio, se utilizé la informacién obtenida en la segunda parte

(combinaciones de ASA con cada polifenol) en las concentraciones detalladas en la tabla

3. Estas concentraciones lograron alcanzar un porcentaje de agregacidbn maximo que
oscilo entre el 20% y el 80% para ASA Y AC, y para ACL 20 AL 50 %. Para analizar estas

combinaciones, se empleé la plataforma Combenefit, que utiliza el modelo de Loewe para
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generar una matriz representando las interacciones de sinergismo y antagonismo entre los

compuestos mencionados.

2.4 Analisis estadistico

La agregacion plaquetaria fue evaluada mediante curvas de concentracion-respuesta que
representan el porcentaje de agregacion logrado frente a plaquetas con el agonista AA
(5x10M). Los datos fueron normalizados considerando la maxima relajacion alcanzada al
adicionar AA a las cubetas. Las agregaciones registradas por el agregbmetro se
procesaron utilizando software del AggRam de Helena Laboratories. Todos los resultados
se presentaron como errores estandar de la media (E.E.M.). Se trabaj6é con una muestra
de n>3 para cada tratamiento. Para obtener los valores de la concentracion inhibitoria CI50

y los valores p (-loglC50), se llevé a cabo un andlisis de regresion de la curva sigmoidea.

Las curvas de respuesta a diferentes concentraciones se evaluaron mediante un analisis
de varianza de dos vias (ANOVA), seguido de un analisis post hoc de Tukey, con un nivel
de significancia establecido en p < 0,05. El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando
el software Excel®-16 y GraphPad-Prism-8.0®.

Para el andlisis de la tercera parte, se aplic6 el modelo de Loewe en el que se evaluaron
las interacciones entre cada uno de los polifenoles y ASA, generando matrices con la
plataforma Combenefit, (Figuras 5 y 6) con puntuaciones cuya interpretacion se facilita por
presentarse en un espectro de colores que va desde el azul intenso, cuando hay sinergia

hasta el rojo intenso cuando hay inhibicion (Di Veroli et al., 2016)

2.5 Aspectos éticos

El presente estudio se adhiri6 a las pautas éticas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud establecidas en la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud

de Colombia. Siguiendo los lineamientos de los articulos 11 y 55, esta investigacion puede
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ser clasificada como de "riesgo minimo", ya que involucré la extraccion de sangre

mediante venopuncién en adultos sanos (Min Salud,1993).

Esta tesis esta enmarcada dentro del proyecto numero 59839 en la plataforma Hermes de
la Universidad Nacional. Para los propésitos de esta investigacion, se llevaron a cabo tres
extracciones de sangre venosa periférica en venas distales de las extremidades
superiores, obteniendo un volumen maximo de 18 cc en un méaximo de dos veces a la
semana, previa obtencién del consentimiento informado por escrito de cada voluntario. El
estudio se desarroll6 siguiendo meticulosamente las directrices correspondientes de las
normativas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, en estricto

cumplimiento de lo estipulado en dicha resolucién.
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3.Resultados

3.1 Resultados fase |

En los ensayos para encontrar la Clso de los polifenoles y de ASA se determinaron curvas
de concentracion-respuesta de la agregacién inducida por el agonista de AP, AA en
225 ul de PRP, en concentraciones crecientes para acido, cafeico para acido
clorogénico (Tabla 1), y para ASA (Tabla 2).

Ademads, se realizaron comparaciones simultdneas con una curva de control, donde solo

se agreg6 DMSO al 0,1%. Los resultados demostraron una mayor eficacia de Acido

Clorogénico en comparacion con acido Cafeico. También, aunque el efecto antiagregante

logrado por el polifenol 4cido clorogénico es similar al alcanzado con acido cafeico, se

requiere una concentracion mayor de este Ultimo en comparacion, para manifestar el

efecto evaluado.

Tenemos entonces que el acido Clorogénico ejercio un efecto antiagregante en funcién de
la concentracion alcanzando niveles de agregacion > 20% con concentraciones de
2 x10-6 M; con una CI50 de 2.3 x 10“M. En segundo lugar, acido cafeico produjo una
respuesta antiagregante con concentraciones mayores, obteniendo valores de CI50
6.5x10™M
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Efecto antiagregante de acido cafeico y acido clorogénico frente a acido
araquiddnico

100 -
8- Acido cafeico

80 I -+~ Acido clorogénico

60

del efecto

40 A

%

201

A

0= A

-6.0 -5.5 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0

[Log], Mécido Cafeico- &cido clorogénico

Gréfica 1. Curva de concentracion — respuesta del efecto antiagregante de acido cafeico
y &cido clorogénico sobre la agregacion plaguetaria inducida por AA (5x10* M).

Cada punto se representa con su respectiva £SEM (n = 4). *p<0,01 vs. Control.

Efecto antiagregante de ASA sobre la agregacion plagquetaria inducida por acido
araquiddénico

80 1
60

40 1

del efecto

%

20 1

-55 -50 -45 -40 -35 -3.0 -25 -20
[Log ASA], M

Gréafica 2. Curva de concentracibn — respuesta del efecto antiagregante de &acido
acetilsalicilico sobre la agregacion plaquetaria inducida por AA (5x10* M).

Cada punto se representa con su respectiva £SEM (n = 4). **p<0,01 vs. Control.
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Los valores de CI50 en esta investigacion fueron obtenidos utilizando el software
GraphPad-Prism-8® con un intervalo de confianza del 95%. En la tabla 2, se presentan los
valores de CI50 para AC y ACL. Se observo que el valor de CI50 de ACL fue el mas bajo,

lo que indica su mayor potencia en comparacion con AC.

Tabla 4: Concentracion inhibitoria 50 (CI50) de AC y ACL frente a la agregacion
plaguetaria inducida por AA (5x10* M)

Compuesto LogEC50 IC Log ECS0 EC50 g/mL | ICEC50 M
AC -3,686 -3,72210-3650 | 5 ogxE- 4 0.00114
ACL -3,928 -3,72210 -3,650 1,18 E-4 0.00033

.2 Resultados fase Il

Posteriormente se determinaron curvas de concentracion respuesta de la agregacion
inducida por AA en PRP en las combinaciones y concentraciones de ASA + A CL
relacionadas en la tabla 5, paralelamente se realiz6 el mismo procedimiento con las

combinaciones de ASA + AC con las concentraciones relacionadas en la tabla tabla 6.
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Tabla 5: Combinaciones de ASA +A Cl usadas en la fase Il del estudio.

CONCENTRACIONES o | CONCENTRACIONES M
ASA DE ACIDO %ANTIAGREGACION
CLOROGENICO
2.25x107° 76,5
2x107® 62,7
—& Bl =t
5.5x%10 123%10 471
5.64x10™ 46,1
2.25x107° 76,4
2x107"
55xl0F - 69,3
4.23x10 66.8
7
S.64xl0 43,5
B pa L[ 83
330~ Zxlo=" 78
4, %3107 78,7
5 Gdmll0r 79
2.25x107" 34
55x10~ 2xlo”t 44
4,23x107° 42
5.64x107 2,3

Tabla 6: Combinaciones de concentraciones de ASA +A C usadas en la fase Il del estudio.

CONCENTRACIONES CON,;EEZ%%OONES % ANTIAGREGACION
M ASA CAFEICO COMBINACION
g8.3x10~" 78,4
_ 11x107? 81,2
§5.5x10°° 1382102 79,5
1.66x107° 67
8.3x107" 87,3
11x107? 88,9
55x10°F :
1.38x107? 73,7
1E6xl0? 67,5
B.3xl0? 85,4
33x10~ Lixlo— 82,5
1,38x10"" 74,5
LE6=L0Ts 76,1
8.3x107" 74,2
5.5x107% T 69:4
1.38x107° 67,7
1.66x107° 63,7
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Efecto antiagregante de 4cido cafeico en ausenciay presencia de ASA
100 .

@ Acido cafeico

80 & +ASA (5.5E-6)

60 -

del efecto
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%
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-4.2 -4.0 -3.8 -3.6 -34 -3.2
[Log Acido cafeico], M

Gréfica 3. Curva de concentracion — respuesta del efecto antiagregante de acido cafeico
en presencia y ausencia de ASA 5.5 E-M sobre la agregaciéon plaquetaria inducida por
AA (5x10* M).

Cada punto se representa con su respectiva +SEM (n = 4). **p<0,01 vs. Control.

Durante el andlisis de estas combinaciones, se pudo constatar el efecto antiagregante del

ASA experimenté un notable incremento combinado con el acido cafeico.
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Gréfica 4. Curva de concentracion — respuesta del efecto antiagregante de acido
clorogénico en presencia y ausencia de ASA 5.5 E-6 M sobre la agregacion plaguetaria
inducida por AA (5x10* M).

Efecto antiagregante de acido clorogénico en ausenciay presencia de ASA

1009
& Acido clorogénico
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o
1

%
)
o
'l

o
L

T T T T T 1

4.4 4.2 -4.0 -3.8 -3.6 -3.4
[Log Acido clorogénico], M

Cada punto se representa con su respectiva £SEM (n = 4). *p<0,01 vs. Control.

La grafica nos muestra que el efecto antiagregante de las combinaciones entre ASA+
acido clorogénico es dependiente de la concentracion, ademas que de esta combinacion
el resultado es un porcentaje menor de antiagregacién comparado con la combinacion de

ASA + acido cafeico.

3.3 Resultados fase lli

La figura 5 muestra que existe un efecto de antagonismo de la combinacién acido cafeico
en todas las combinaciones utilizadas. Para ilustrar estas interacciones, se ha dispuesto
una tabla que correlaciona las diversas concentraciones de ambos compuestos,
mostrando el porcentaje de sinergismo entre ellos. En tonos de azul, que varian de claro a
oscuro, se representan aquellas combinaciones que generan sinergismo, mientras que en

una gama que va de amarillo a rojo se indican las concentraciones que resultan en

antagonismo.
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Loewe synergy and antagonism
Interaccion acido cafeico - ASA

Figura 5. Matriz generada por Combenefit empleando el modelo de Loewe. Representa las interacciones
de sinergismo y antagonismo entre ASA y acido cafeico

Donde™*hace alusion a la significancia estadistica, de la siguiente manera: ™ p < 0,001;*p
<0,01;y*p < 0,05.

La figura 6 muestra un efecto dual, con incremento del efecto antiagregante y disminucion
del efecto de agregacion, dependiendo de la concentracion de ASA que se combina con
acido clorogénico. Se presenta el porcentaje de sinergismo entre estos dos compuestos,
con tonos azules representando las concentraciones que generan sinergismo, y tonos de

amatrillo a rojo para las concentraciones que resultan en antagonismo.
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N=4 ASAM]
5.54939%-06 5.54939%-05 0.000332963 0.000554939

8e-05

5 A1 +4
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0.0002
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Loewe synergy and antagonism
Interaccion acido cloroaénico - ASA

Figura 6. Matriz generada por Combenefit empleando el modelo de Loewe. Representa las interacciones
de sinergismo y antagonismo entre ASA y acido clorogénico.

Donde™*hace alusion a la significancia estadistica, de la siguiente manera: ™ p < 0,001;*p
<0,01;y*p < 0,05.

Cabe destacar que en las figuras 5y 6 en cada punto representa diferentes combinaciones
de ASA y los polifenoles de estudio. La posicidén por encima del eje cero en el eje de %
sinergia indica sinergismo, mientras que por debajo del cero sefiala antagonismo. Si los
puntos se encuentran en el plano o cero de porcentaje de sinergia, se interpreta como
aditividad.



64 Evaluacion de las interacciones de metabolitos polifendélicos obtenidos de
Solanum tuberosum sobre la actividad antiagregante plaquetario del &cido
acetil salicilico

4.Discusion de resultados

La investigacion tuvo como objetivo principal evaluar la existencia de sinergismo entre los
polifenoles &cido cafeico y acido clorogénico, compuestos presentes en Solanum
tuberosum junto con el acido acetilsalicilico (ASA). Estos polifenoles no habian sido
previamente estudiados en términos de sus posibles interacciones. Para alcanzar este
proposito, se realizaron analisis de las curvas de concentracion - respuesta, utilizando el
porcentaje de agregacion de plasma rico en plaquetas (PRP), mediante la técnica descrita
por Born en 1962. Estos ensayos permitieron examinar la influencia de las diferentes
concentraciones de los compuestos mencionados en la inhibicion de la agregacion
plaquetaria, proporcionando informacién relevante sobre sus efectos combinados y

posibles sinergias.

Aunque se encontré en estudios anteriores que la CI50 del acido cafeico aislado de S.
tuberosum sobre la agregacion plaquetaria inducida por AA en plaquetas humanas es de
2 x10-¢ g/mL (Buitrago 2012), en el presente estudio arroj6 un resultado para
CI50 2.06x10-+ g/mL requiriendo asi concentraciones mayores, las cuales podrian
atribuirse a diferencias con el método y/o posibles diferencias en las condiciones
sanguineas basales de los voluntarios sanos. Con relacion al acido clorogénico, para lograr
una respuesta que inhibiera la agregacién plaquetaria, y se obtuvieran porcentajes de
inhibicion de agregaciéon entre el 20 y 80% se requirieron concentraciones de 1x10-4 ,
2 x10-4 2.5 x10-4, y 3 x10-4 g/mL, mismas concentraciones que se usaron para el

estudio de sinergia con combinaciones de ASA.

En la literatura, se ha documentado la accion inhibitoria del acido cafeico en la agregaciéon
plaquetaria utilizando diferentes concentraciones que varian de 1,25 10* a 5x10* M,
utilizando DMSO al 0.2% como vehiculo. En los ensayos realizados en el estudio de
Alencar Silva en 2020, se empled trombina a 0.05 U/mL como estimulante de la
agregacion, y el experimento se llevd a cabo siguiendo la técnica descrita por Born. Los
resultados obtenidos revelaron porcentajes de agregacion que dependen de la

concentracién, oscilando entre 30% y menos del 10% (Alencar Silva et al.,, 2020).
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Este efecto inhibitorio del &cido cafeico se atribuye a la produccién de prostaciclinas, como

PGI2, que es el primer factor relajante derivado del &cido araquidénico (AA). PGI2 actia
como un potente inhibidor de la agregacion plaquetaria al aumentar los niveles de AMPc
intraplaquetario y reducir la movilizacion de calcio (Polini 2004).

Se han relacionado estos datos con ensayos que buscan actividad de acido en otro tipo
de efectos como relajacion en anillos de aorta de rata en dénde se asocié que los efectos
de este compuesto podrian estar relacionados directamente con el bloqueo del receptor
de AT1 o del receptor TX-A2/PGH2 que estimula la sintesis de la COX-2, la cual cataliza
la formacion de TX-A2 y la produccion de PGI2, que disminuye la movilizacién de calcio,
llevando a la inhibicién de la agregacion plaquetaria y a la vasodilatacion muscular. Estos

resultados son muy similares a los observados con el farmaco losartan (Li et al., 2008)

En relacion con el acido clorogénico, en el presente ensayo se determin6é una CI50 de

1.18x10-4 g/mL en la inhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por AA en plaquetas
humanas. Aunque no se encontrd bibliografia especifica para esta CI50 frente al agonista
usado en este estudio, se hallaron datos de un estudio previo donde el 4cido clorogénico,
en una concentracién de 10 ug/mL, presentd un porcentaje de agregacion plaquetaria del

7943 (error estandar de la media) en al menos 5 experimentos (Buitrago, 2012).

Durante la blsqueda literaria de ensayos sobre la actividad antiagregante del acido
clorogénico, se encontraron resultados que llaman la atencién. En ensayos en los que se
utilizaron colageno (10 pg/mL) y AA (150 pg/mL) como agonistas, el 4cido clorogénico no
mostr6 ningun efecto antiagregante plaquetario en plaguetas humanas, en
concentraciones que oscilaron entre 1 ug/mL y 100 pg/mL, siguiendo la técnica descrita
por Born, mientras que si se obtuvo respuesta de inhibicion de la agregacién usando como
inductores como ADP (10 uM) con una CI50 de < 0.1 pg/mL. (Buitrago et al.,2012)
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Un estudio demostrd que un &cido clorogénico proveniente del café conocido como 5-
O- cafeoilquinico (5-CQA) proveniente de un grupo de ésteres quimicos, fue capaz de
inhibir la COX-I la cual interviene en la activacién plaquetaria haciendo una supresion
de la produccién de tromboxano y la expresion de la P- selectina trayendo como
consecuencia la disminucion de del calcio intracelular afectando también la exposicién
del receptor GP llb/llla, este podria ser una de las vias por la cual el acido clorogénico
inhibe la agregacion plaquetaria (Park, 2015). Aunque también Fuentes et al.,
2014llegaron a la conclusién de que los efectos antiplaquetarios del clorogénico estan
vinculados a la via de sefializacion relacionada con el receptor A2A/adenilato
ciclasa/cAMP/PKA 20.

Con el propdsito de identificar el tipo de relacion con todas las combinaciones de los
polifenoles examinados, los datos se sometieron a analisis en la plataforma Combenefit,
utilizando el enfoque de Loewe. Este modelo posibilita categorizar las respuestas de las
distintas combinaciones de compuestos como sinergia o antagonismo farmacolégico (Tang
et al., 2015).

En la matriz del enfoque de Loewe, se relacionan simultineamente las distintas
concentraciones de los polifenoles, paralelamente junto con ASA, mostrando el nivel de
interaccion entre estos compuestos. Las concentraciones que resultan en sinergismo se
representan en tonos de azul, desde mas claro a mas oscuro. Por otro lado, las
concentraciones que dan lugar a antagonismo se reflejan en una gama de colores que va

desde el amarillo hasta el naranja y rojo.

La definicion exacta de sinergia farmacoldgica esta en discusién, y se puede considerar
como una forma de interaccién positiva que genera un efecto farmacoldgico. A diferencia
de la eficacia, que es una medida de la respuesta a una combinacion de farmacos, la
sinergia no garantiza necesariamente que se alcance el efecto farmacolégico esperado
(Tang et al., 2015).

Después de consultar la literatura sobre estudios de sinergia con ASA, se identificé una
posible interaccion sinérgica con el extracto 50 de Ginkgo biloba en un estudio de
agregacion plaguetaria en PRP de auricula de conejos. En este estudio, se prepararon
plaquetas lavadas y se utilizd el extracto como agonista de agregacion AA a una
concentracion de 1.5 mM. Ademas, se probo la aspirina a concentraciones de 0.01, 0.03,

0.1, 0.3, 1y 3 mg/mL. Utilizando la plataforma Synergyfinder2.0, se analizaron los efectos
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combinados de ambos farmacos, y los resultados mostraron sinergia en los rangos de

concentracion, frente a AA y otros inductores (Ke et al., 2021).

Este estudio demostré que tanto el acido cafeico como el &cido clorogénico presentan
efectos antiagregantes, aunque con comportamientos distintos. Es relevante tener en
cuenta las diferencias en las curvas de combinacion en GraphPad y Combenefit, ya que
estas ofrecen interpretaciones diferentes. En particular, GraphPad muestra que la
combinacion con &cido cafeico aumenta el efecto antiagregante, mientras que con acido
clorogénico disminuye combindndolos paralelamente con la concentracion méas baja de
ASA 1 ug/mL. Por tanto, se debe considerar la necesidad de un andlisis exhaustivo y
comparativo de los resultados obtenidos en ambas plataformas para una interpretacion
adecuada de los datos ademas se recomienda ampliar el rango de concentraciones
probadas y aumentar el tamafio de la muestra para obtener resultados mas sélidos y

precisos.

Estos hallazgos sugieren que, al utilizar concentraciones mas bajas de ASA, es posible
observar una mayor apreciacion de las interacciones sinérgicas con otros compuestos.
Este estudio resalta la importancia de explorar diferentes combinaciones de
concentraciones para optimizar la sinergia entre farmacos y mejorar los efectos

terapéuticos en futuras investigaciones.

Considerada efectivamente como una ventaja de la complejidad quimica para los
metabolitos secundarios de plantas, la sinergia se refiere a que el efecto y/o potencia de
una combinacion o mezcla de compuestos es mayor que cada compuesto por separado,
ejerciendo un efecto coadyuvante. En el contexto de esta investigacion, se buscé mejorar
el efecto antiagregante del ASA en presencia de ciertas concentraciones de acido cafeico
y &cido clorogénico, metabolitos presentes en S Tuberosum. Actualmente, se esta
incrementando el interés en enfocar la investigacion hacia las interacciones sinérgicas en
fitoterapia, con el objetivo de mejorar el efecto terapéutico y reducir los posibles efectos
adversos. De esta manera, se proyecta una fitoterapia que involucre la combinacion de

diversos compuestos.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

e Los compuestos polifendlicos acido cafeico y acido clorogénico ejercen efectos
antiagregantes en funcion de la concentracion, confirmando lo hallado en estudios
previos.

e El acido acetil salicilico, en el rango de concentraciones probadas en este estudio,
ejerce un efecto antiagregante plaquetario que disminuye al aumentar su
concentracion, lo cual es consistente con su mecanismo de accién farmacolégica.

¢ No se puede afirmar que, en el rango de concentraciones probadas en este estudio,
se ejerzan efectos claramente de tipo sinérgico entre estos polifenoles y ASA, pero
es necesario que en futuros estudios se amplie el tamafio de muestra y el espectro

de concentraciones.

5.2 Recomendaciones

¢ Realizar ensayos con combinaciones en concentraciones de concentraciones mas
bajas tanto de los polifenoles como de ASA, puesto que se observd un efecto
inhibicion de actividad antiagregante atribuido a las altas combinaciones usadas en
este trabajo.

e Para obtener resultados mas sélidos y precisos en el estudio de las interacciones,
se sugiere aumentar el tamafo de la muestra al realizar ensayos.
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7.Anexos

Anexo A : Consentimiento informado para la toma de
muestra de sangre periférica humana.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA GRUPO DE INVESTIGACION EN
FARMACOLOGIA MOLECULAR (FARMOL, C0l0064459 )

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS DE
SANGRE, para evaluar las interacciones de los metabolitos polifenélicos de Solanum
tuberosum, 4cido cafeico y acido clorogénico con acido acetil salicilico sobre la agregacion
plaquetaria inducida por acido araquidonico

DECLARACION DE INFORMACION

El (Ia) sefior(a):

1. Ha suministrado informacion acerca de su condicidon de salud y el consumo de
medicamentos.

2. Ha recibido informacién de Angélica Natali Moreno Tristancho respecto a su

propésito de desarrollar estudios de las interacciones de los metabolitos

polifendlicos de Solanum tuberosum, acido cafeico y acido clorogénico con acido
acetil salicilico sobre la agregacion plaguetaria inducida por 4cido araquidénico.

Ha suministrado 10-18 mL para tal fin.

Ha tenido la libertad de hacer preguntas y éstas han sido respondidas

adecuadamente con el fin de aclarar sus inquietudes.

5. Ha sido informado de su derecho de declinar su continuidad en este proyecto en el
momento en el que lo considere necesario.

6. Ha sido informado acerca de la finalidad y naturaleza de este estudio, que hace
parte del desarrollo del proyecto: Evaluacién de las interacciones de metabolitos
polifendlicos obtenidos de Solanum tuberosum sobre la actividad antiagregante
plaquetaria del 4cido acetil salicilico.

hw

Yo consiento que la investigadora Angélica Natali Moreno Tristancho, obtenga muestras
de sangre suministradas por mi, con el fin de desarrollar su trabajo de tesis:, Evaluacion
de las interacciones de metabolitos polifenélicos obtenidos de Solanum tuberosum
sobre la actividad antiagregante plaguetaria del acido acetil salicilico. Asi mismo, se
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me ha explicado que el grado de riesgo existente en este procedimiento es minimo y que
la informacion obtenida sera utilizada Unicamente con fines investigativos.

La investigadora Angélica Natali Moreno Tristancho, bajo la tutoria del profesor Mario
Francisco Guerrero Pabon, desarrollard su trabajo investigativo en el Laboratorio de
investigaciones en farmacologia A (cédigo Hermes 193) del Departamento de Farmacia,
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota y estara disponible
con el fin de aclarar las dudas que surjan respecto al propésito de esta investigacion.

e Correo electrénico: amorenotr@unal.edu.co
e Numero telefénico movil: 322 2525422

En constancia a lo anterior firma el donante.

Firma:

Nombre:

C.C.

Ciudad y fecha:

El testigo

Firma:

Nombre:

C.C.

Ciudad y fecha:


mailto:amorenotr@unal.edu.co
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Anexo B. Porcentajes de Antiagregacion combinacidén cada uno de los polifenoles en

diferentes concentraciones y ASA en diferentes concentraciones

Combinacion ASA + ACL

Combinacion %Antiagregacion 1 %Antiagregacion 2 %Antiagregacion 3 %Antiagregacion n 4
1pg/ml ASA+ A Clorogénico 8 x107(-5) g/ml 79,5 80,3 69 76,9
1pg/ml ASA+ A Clorogénico 1 x107(-4) g/ml 71 44,8 65 70
1pg/ml ASA+ A Clorogénico 1,5 x10/(-4) g/ml 46,7 63 5 73,8
1pg/ml ASA+ A Clorogénico 2 x107(-4) g/ml 33,5 48,3 62,2 424
10pg/ml ASA+ A Clorogénico 8 x102(-5) g/ml 60 80 85 80,6
10pg/ml ASA+ A Clorogénico 1 x107(-4) g/ml 70 71,6 65,6 70,3
10pg/ml ASA+ A Clorogénico 1,5 x10/(-4) g/ml 65 64,9 69,6 67,7
10pg/ml ASA+ A Clorogénico 2 x107(-4) g/ml 42 35 52,6 444
60pg/ml ASA+ A Clorogénico 8 x10~(-5) g/ml 85 81 83 83
60ug/ml ASA+ A Clorogénico 1 x107(-4) g/ml 80 71,7 81 80
60pg/ml ASA+ A Clorogénico 1,5 x107(-4) g/ml 70 75 85 85
60pg/ml ASA+ A Clorogénico 2 x107(-4) g/ml 71 80 75 90
100pg/ml ASA+ A Clorogénico 8 x107(-5) g/ml -10 48 54,2 45,7
100pg/ml ASA+ A Clorogénico 1 x107(-4) g/ml 10 40 434 41,3
100ug/ml ASA+ A Clorogénico 1,5 x107(-4) g/ml 946 21 30,2 23,7
100ug/ml ASA+ A Clorogénico 2 x107(-4) g/ml -10 10 4,7 6,5
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COMBINACION ASA+ AC
%Antiagregacion | %Antiagregacion | %Antiagregacion %Antiagregacion 4
Combinacién 1 2 3
1ug/ml ASA+ ACAFEICO 1,5 x 107(-4) g/ml 78,5 80,7 71,8 82,6
1ug/ml ASA+ ACAFEICO 2 x 107(-4) g/ml 80,5 83 81,3 80
1ug/ml ASA+ ACAFEICO 1,5 x107(-4) g/ml 71,2 86,7 87 73,3
1ug/ml ASA+ ACAFEICO 3 x107(-4) g/ml 83,1 63 72,7 52,3
10ug/ml ASA+ ACAFEICO 1,5 x107(-4) g/mll 89,6 87,8 86,5 85
10ug/ml ASA+ ACAFEICO 2 x 107(-4) g/ml 87,7 94,6 89,2 84,4
10ug/ml ASA+ ACAFEICO 2,5 x 10/(-4) g/ml 75 78,4 66,1 76
10ug/ml ASA+ ACAFEICO 3 x107(-4) g/mll 84,1 62,4 72,2 50
60ug/ml ASA+ ACAFEICO 1,5 x10/(-4) g/ml 90 81 86,3 84,6
60ug/ml ASA+ ACAFEICO 2 x 107(-4) g/ml 76,7 82 88 83,4
60ug/ml ASA+ ACAFEICO 2,5 x107(-4) g/ml 60,7 74,8 82 80,5
60ug/ml ASA+ ACAFEICO 3 x107(-4) g/ml 83 67,3 80 74,3
100ug/ml ASA+ ACAFEICO 1,5 x107(-4) g/ml 81,5 72,7 75 67,6
100ug/ml ASA+ ACAFEICO 2 x 10/(-4) g/ml 62,5 70,5 72 72,6
100ug/ml ASA+ ACAFEICO 2,5 x107(-4) g/ml 58,7 77,4 66 69
100ug/ml ASA+ ACAFEICO 3 x107(-4) g/ml 54,8 63,5 70,5 64,5
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Anexo C. porcentajes de antiagregacion polifenoles ACY ACL en diferentes
concentraciones en ausencia de ASA

COMPUESTO DE PRUEBA CONCENTRACION USADA g/mL
% Antiagregacion
% Antiagregacion 1 | % Antiagregacion 2 3
6 x107(-5) 11,4 10 8,6
1 x107(-4) 9,5 7 8
o, 3 1,5 x107(-4) 9,2 21 57,7
Acido Cafeico
2 x107(-4) 21,1 56,6 41,3
2,5 x107(-4) 85,6 83,2 65,9
3 x107(-4) 75,8 88,4 77
1 x107(-6) -16,4 34 -0,7
1 x107(-5) -10,9 1,5 0,5
3 x10/(-5) 0,9 4,7 6,3
_ - 6 x10/(-5) -0,4 4,7 12,3
Acido clorogénico
8 x10/(-5) 80,7 75,6 81
6 x10/(-4) 52,4 64,1 38,4
1,5 x10/(-4) 80,5 83,7 87,8
2 x10/(-4) 61,8 76,1 84,3
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Anexo D. Porcentajes de antiagregacion de ASA a diferentes concentraciones

COMPUESTO | CONCENTRACION % % %
DE PRUEBA USADA pg/mL Antiagregacié | Antiagregacié | Antiagregacio
1 2 3
0,1 -113,3 -107,4 -54,7
1 65,3 58,1 60,8
10 61,4 36,9 43,7
ASA 30 64,6 71,7 55,8
60 53,3 72,2 56,7
100 41,3 70,4 49
200 15,3 44,6 13,3
300 20,5 19,8 49,8
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Anexo E. Reporte emitido por software GraphPad sobre
CES50 Acido cafeico y Acido clorogénico

LogEC50 different for each data
set

Acido caféico

Acido clorogénico

Best-fit values

Preferred model

Bottom =0,0 =0,0
Top =100,0 =100,0
LogEC50 -3,686 -3,928
HillSlope 3,920 2,917
EC50 0,0002060 0,0001180
Span =100,0 =100,0
Std. Error
LogEC50 0,01731 0,02723
HillSlope 0,6380 0,4790
95% Confidence Intervals
LogEC50 -3,722 to0 -3,650 -3,983 t0 -3,873
HillSlope 2,605 to 5,234 1,948 to 3,886
EC50 0,0001898 to 0,0002236| 0,0001039 to 0,0001339
P value < 0,0001
Conclusion (alpha = 0.05) Reject null hypothesis

LogEC50 different for|

each data set

F (DFn, DFd)

43,26 (1,64)
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