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6,7-DIACETOXICUMARINA, 6,7-DIMETOXI, 4-METILCUMARINA, 7,8-DIACETOXICUMARINA Y 7,8-
DIACETOXICUMARINA NO MOSTRARON NINGUN EFECTO EN LA AGREGACION INDUCIDA POR ADP (P <0.05).



RESUMEN

La inhibicion de la activacion plaquetaria es una importante medida terapéutica para la
prevencion de trombosis arterial, infarto de miocardio, y accidentes cerebrovasculares. La
hiperactividad plaquetaria residual es una de las principales causas del fracaso terapéutico de
la terapia dual (acido acetilsalicilico y clopidogrel). Aunque se ha documentado que los
antagonistas adrenérgicos p no selectivos disminuyen la hiperactividad plaquetaria residual,
no hay agentes antiplaquetarios con uso terapéutico que actien a través de este importante
mecanismo de accion. Se ha documentado ampliamente que algunos fitoquimicos tienen
efecto antiagregante, a través de la inhibicion de las vias inducidas por &cido araquiddnico,
tromboxano Ay, el ion6foro de calcio (A23187), colageno y ADP. Las cumarinas son
moléculas que se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, tanto en plantas
medicinales, como en las de consumo humano y son utilizadas ampliamente en la industria
cosmetica. En las dltimas décadas se han documentado los efectos antiinflamatorios,
antioxidantes y anticancerigenos de estos compuestos. Pero, aln no se describe ampliamente
el efecto antiagregante de estos compuestos cumarinicos, asi como de algunos de sus

derivados.

En el presente trabajo comparamos la actividad antiplaquetaria in vitro de la cumarina, 7
derivados con sustituciones en las posiciones 6, 7 y 8, asi como de la naringina, sobre la
inhibicidn de la agregacion plaquetaria inducida por epinefrina, colageno y ADP. La mayor
actividad inhibitoria se observo cuando se estimulé la agregacion plaquetaria con epinefrina,
seguida por la estimulacion con coldgeno y con ADP se observd la menor respuesta
inhibitoria. Las moléculas mas activas fueron 6,7-Dihidroxicumarina (esculetina), 6,7-
Dimetoxicumarinay 7,8-Dihidroxicumarina (dafnetina). Las acciones antiplaquetarias de las
cumarinas evaluadas en el presente trabajo muestran un gran potencial para coadyuvar a la
terapia antiplaquetaria de pacientes que no respondan adecuadamente a la terapia

convencional.



1 INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales de las plaquetas

Las plaquetas se originan a partir de los megacariocitos (MK) de la medula ésea provenientes
de las células madre pluripotentes. Los megacariocitos son células mieloides que constituyen
menos del 0.1% de la poblacion celular de la medula 6sea, este porcentaje puede estar
regulado por factores como la trombopoyetina (TPO), las quimiocinas o la expresion
localizada de los ligandos para receptores de la superficie de los megacariocitos.
Posteriormente, los megacariocitos se someten a multiples endomitosis (Nishimura et al.,
2015).

A partir de la membrana plasmatica de los MK maduros, se forman largas prolongaciones a
la luz del vaso (proplaquetas) de las que posteriormente se desprenderan las plaquetas debido
a la fuerza del torrente sanguineo (Figura 1) (Larson y Watson, 2006). Un solo megacariocito
puede producir de 1000 a 3000 plaquetas aproximadamente (Geddis y Kaushansky, 2004).
La trombopoyetina es la hormona que permite el adecuado desarrollo de las plaquetas. Esta

hormona se sintetiza en el musculo liso, la medula dsea, rifion e higado (Jurk y Kehrel, 2005).
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Figura 1 Formacion y liberacion de plaquetas. Principales eventos que ocurren, cuando los
megacariocitos pasan de células inmaduras a plaquetas circulantes (Hartwig e Italiano, 2006 y Patel
et al., 2005)




Las plaquetas son células anucleadas de forma discoide (en reposo) de aproximadamente 0.5
x 3.0 um. Un humano contiene alrededor de 150-400 x10° plaquetas por litro de sangre total
y cada una tiene una vida promedio de 8-10 dias, posteriores a la formacion y separacion del
megacariocito (Kaushansky, 2006). Las plaquetas estan involucradas tanto en la hemostasia
normal (eventos trombéticos hereditarios o adquiridos), como en la inmunidad y en la
inflamacién (Gomez- Gémez et al., 2018). Su principal funcidn es la formacion de agregados
plaquetarios estables en los sitios donde se produce una lesion vascular, mediante la adhesion
a las proteinas de la matriz subendotelial expuesta. También participan en la regulacién de la

angiogénesis y en la inmunidad innata (Avecilla et al., 2004).

1.1.1 Morfologia plaquetaria

El citoesqueleto de la plaqueta es el responsable de mantener la estabilidad de la membrana
y de regular los cambios morfol6gicos posteriores a la activacion. Entre las principales
proteinas que componen el citoesqueleto se encuentran actina, miosina y talina (Lam et al.,
2015). También cuenta con un sistema de canaliculos que se encargan del trafico de los
diferentes mensajeros y proteinas en la activacion plaquetaria; un sistema canalicular abierto
(SCA) y un sistema tubular denso (STD) (Figura 2).
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Figura 2. Caracteristicas ultraestructurales de la plaqueta. La figura corresponde a una
micrografia electronica de seccion delgada de plaquetas discoides en corte transversal, en la cual
podemos observar los principales componentes plaquetarios (Hartwig et al., 1999)




El sistema canalicular abierto consiste en invaginaciones tubulares que conectan con la
membrana externa y se encarga de incorporar las proteinas del exterior (Blair y Flaumenhatft,
2009). El sistema tubular denso se deriva del reticulo endoplasmico del megacariocito y se
encarga de capturar Ca?* que posteriormente es liberado una vez que se activa la plaqueta
(Weyrich et al., 2009). El citoplasma es rico en glucdgeno y carece de ribosomas, ya que no
se sintetizan proteinas en él. Los principales organelos contenidos en las plaquetas son;

granulos alfa (a)), granulos densos, lisosomas y microperoxisomas.

Los granulos oy los cuerpos densos participan en la hemostasia liberando su contenido (Tabla
1), como respuesta ante un estimulo o un dafio (Jurk y Kehrel, 2005). Los lisosomas se
producen a partir del sistema de la membrana endosomal, a través de un mecanismo que
involucra la clasificacion y el trafico de proteinas. El contenido lisosomico se libera de
manera mas lenta en comparacion al de los granulos a y los cuerpos densos, por lo tanto,
requieren de agonistas fuertes para su liberacion.

Tabla 1 Principales componentes de los granulos plaquetarios. Estos granulos contienen diversas
moléculas bioactivas que participan en diferentes fases de la hemostasia.

Cuerpos densos Granulos o Lisosomas
e Mediadores de la funcion = e Factor de von Willebrand e Hidrolasas &cidas
plaquetaria y la (FVvW) e Catepsinas
hemostasia e Fibrindgeno e Colagenasas
¢ Adenosin difosfato e Plasmindgeno e Endoglucosidasa
(ADP) ¢ B-Tromboglobulina e Elastasa
e Fosfatos e Albimina
e Calcio e Trombospondina
e Serotonina e Fibronectina
e Selectina P
e Factor V
e Factor VIII
e PGDF




Por otra parte, la membrana plaquetaria tiene una bicapa lipoproteica con glicoproteinas (GP)
que funcionan como receptores de los agonistas fisioldgicos (ADP, TXA», trombina,
epinefrina y colageno) en la agregacion plaquetaria, ademas de poseer enzimas importantes
para el funcionamiento celular (Kasperska-Zajac et al., 2005). También figuran integrinas
que se caracterizan por enlazarse a proteinas que portan la secuencia arginina-glicina-
aspartato (RGD): fibrindgeno, fibronectina, vitronectina, FVW, y colédgeno (Tabla 2) (Lam
etal., 2015).

Tabla 2 Principales receptores plaguetarios y sus ligandos. La activacion de las plaquetas depende
de la interaccion entre el medio externo e interno y se consigue a través de los receptores
membranales.

Ligando Receptor Familia
P2Y1 G (G
ADP (Ga
P2Y 12 G (Gi)
_ PAR1 G (Gy)
Trombina
PAR4 G (Gy)
Serotonina S5HT G
Tromboxano TP G (Gusrg)
Adrenalina 02A G (Gi)
Prostaciclina IP G (Gs)
GPVI _
Inmunoglobulinas
Colageno Fey-RII
a2pl
Fibronectina a5p1 )
- Integrinas
Laminina a6p1
Fibrindgeno, FvW allB3
FvW GPIb/Ix Glicoproteinas (LRR)
PSGL-1 P-Selectina | Receptores de lectina de tipo C




1.2 Hemostasia

La hemostasia es un proceso en el que participan elementos celulares y plasmaticos. Sus
funciones principales son; mantener la sangre en un estado liquido y fluido de tal manera que
permita la circulacion en los vasos sanguineos y detener la hemorragia ante una lesion
vascular (Raskob et al., 2014). Este proceso se divide en 3 fases, hemostasia primaria,

hemostasia secundaria o fase plasmatica de la coagulacion y fibrindlisis

1.2.1 Hemostasia primaria

La hemostasia primaria es el proceso inicial de la coagulacion y su principal objetivo es
activar las plaquetas y crear un tapdn plaquetario como respuesta ante un dafio en el endotelio
vascular. Durante esta fase las plaquetas sufren una serie de transformaciones que permiten
la interaccion plaqueta-plaqueta y el reclutamiento plaquetario para la formacion del tapon.
Esta fase se divide en 4 etapas; 1) adhesion, 2) activacion, 3) amplificacion y secrecion, 4)

agregacion (Broos et al., 2011).

1. Adhesién

En esta fase se dan las primeras uniones inestables o de baja afinidad entre las
plaquetas con el subendotelio expuesto. Se activan algunas cinasas relevantes para la
siguiente fase. Este fendmeno es réapido, en condiciones normales, se iniciade 1 a 2
segundos posteriores a la ruptura del vaso y de la adhesion de las plaguetas a los

bordes del corte, en condiciones normales. (Savage et al., 2002).

El FvW soluble que circula en el plasma se une tanto al colageno endotelial, como al
receptor plaquetario GPIba (Kim et al., 2010). La union del ligando de o2p1 y de las
Integrinas 1 y B3 estimula la interaccion entre plaquetas. Las primeras interacciones
entre las plaquetas y la matriz extracelular se dan segun las tasas de corte. En
arteriolas y vénulas (tasa de corte >1000 s) la interaccion se da entre la glucoproteina

GPIbo y FYW, mientras que en arterias y venas grandes (tasa de corte <1000 s?) se

e
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lleva a cabo por los receptores para colageno GPla/lla y GPVI (Herr et al 2009,

Kawamura et al 2009).

2. Activacién

Tras la unidn estable de las plaquetas a la pared del vaso dafiado, se inducen diferentes
cascadas de sefializacion que convergen en puntos criticos para la liberacion de
granulos (Figura 3). En esta fase, la plaqueta se contrae y sufre cambios morfoldgicos

que permiten la interaccion plaqueta -plaqueta.
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Figura 3 Activacion plaquetaria e interaccion entre los receptores y las proteinas de adhesion
circulantes. Las células endoteliales separan a las plaquetas de las proteinas de adhesion a través de
la produccion de inhibidores de la funcidn plaquetaria (Kaushansky et al., 2006).

La mayoria de los agonistas de la activacion plaquetaria actian a través de la
fosfolipasa C. En la membrana, el agonista se une al receptor y activa proteinas G, en
su mayoria de las subfamilias Gq y Gi. Esta union estimula a la fosfolipasa C (PLC,
por sus siglas en ingles) y como consecuencia se induce la formacion de dos

importantes mensajeros; el inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG). El IP3




permite la movilizacion del calcio de la membrana del STD hacia el citosol mientras
que el DAG activa la proteincinasa C (PKC) (Kaushansky et al., 2006)

Amplificacion y secrecion

Una vez que se libera el calcio al citosol en presencia de la calmodulina, se activa la
fosforilacion de la miosina. Esta es la Gnica forma de unién entre la miosina y la
actina. Como consecuencia, la plaqueta cambia de su forma discoidea a una forma

con protrusiones citoplasmaticas o pseuddpodos (plaqueta activada).

Posteriormente se liberan los granulos al citoplasma, estos se fusionan con la
membrana externa de la plaqueta formando invaginaciones para posteriormente
verter su contenido en el medio. El sinergismo entre el calcio y la PKC promueve la
degranulacion plaquetaria. Los granulos liberados contienen activadores plaquetarios
importantes que producen una retroalimentacion de sefiales, la cual actia de forma

paracrina y autocrina.

Agregacion

Posteriormente a la liberacion granular, el tapdn hemostatico continua en una fase de
agregacion. Las plaquetas se agregan entre si a través del receptor para fibrindgeno
GPIIb/I1la, también conocido como integrina cubPs. Este fendmeno conduce a la
formacion de un trombo rico en fibrina y marca el inicio de la siguiente etapa, la

hemostasia secundaria (Kulkarni et al., 2000).

La agregacion se produce en dos fases: primaria y secundaria. En la agregacion
primaria las plaquetas se adhieren laxamente entre si, debido a un estimulo debil, esta

fase es reversible. La agregacion secundaria tarda mas tiempo en ocurrir e inicia




debido a la sintesis de tromboxano A». En esta fase las plaquetas liberan su propio
ADP y otras moléculas almacenadas en los granulos (Figura 4).
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Figura 4 Agregacién primaria y secundaria de las plaguetas. Este evento se produce cuando las
glicoproteinas de adhesion se unen simultaneamente a los receptores de la integrina ollbp3
(GPIIb/111a) en dos plaquetas diferentes (Kaushansky et al., 2006)

1.2.2 Hemostasia secundaria

En la hemostasia secundaria, interactdan proteinas plasmaticas o factores que se activan en
una serie compleja de reacciones que culminan con la formacion de un coagulo rico en
fibrina. Como resultado, se forma una malla que refuerza el tapon plaquetario inicial
formando un coagulo definitivo. En el proceso intervienen factores de la coagulacion y
proteinas anticoagulantes (antitrombina, proteina C y proteina S) que evitan que la

coagulacién se lleve a cabo de manera generalizada (Huntington, 2012).




1.2.3 Fibrindlisis

Esta fase consiste en la transformacién del plasmindgeno a plasmina (su forma activa), la
cual es capaz de degradar a la fibrina y eliminar el codgulo. Esto depende de la accién
proteolitica del activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y del activador del plasmin6geno
tipo urocinasa (UPA). La plasmina digiere la fibrina del coagulo y la transforma en productos
de digestion del fibrindgeno (PDF) que contienen residuos de lisina y arginina en la posicion

carboxilo terminal (Unlu et al., 2017).

1.3 Mecanismos que limitan la activacion y la agregacion plaquetaria

En condiciones normales, existen sefiales que inhiben la activacién plaquetaria y limitan el
tamafio del trombo en sitio de la lesion vascular (Figura 5). Por otra parte, las plaquetas en
reposo no se pueden unir a la superficie de las células endoteliales debido, a la repulsion
eléctrica ocasionada por la carga negativa del heparan sulfato (Reitsma et al., 2011).

El aumento de AMP ciclico (AMPc) es una de las principales sefiales inhibitorias de la
agregacion plaquetaria, que resulta de la estimulacion de receptores acoplados a proteinas Gs
que activan a la enzima adenilato ciclasa, la cual sintetiza a este segundo mensajero (Stitham
et al., 2007). EI AMPc activa a la proteina cinasa A (PKA) que fosforila e inhibe a la cinasa
de cadena ligera de miosina, lo que impide la fosforilacion de estas proteinas que participan

en la contraccion y cambio morfol6gico durante la activacion plaquetaria (Noe et al., 2010).

Por otra parte, la PKA disminuye los niveles de calcio intraplaquetario, fosforilando e
inactivando los canales de IP3 en el sistema tubular denso, pero también activando los
sistemas de recaptura de calcio en ese mismo reservorio a través de las proteinas
vasodilatadoras (Noe et al., 2010). Otra forma de incidir en la actividad de la PKA es a través
de la inhibicion de las fosfodiesterasas (PDE) que son las enzimas que degradan al AMPc
(Sun et al., 2007). Algunos ejemplos de receptores que participan en la via de AMPc-PKA
son los de adenosina, los de prostaciclina (PGI2) y el adrenoreceptor 2 (AR-B2) que estan

acoplados a proteinas Gs.




En las plaquetas el 6xido nitrico (NO) es sintetizado por la dxido nitrico sintasa (ONS), a
partir de la L-arginina. El NO derivado del endotelio, se difunde a través de la membrana
plaquetaria y se une a la guanilato ciclasa soluble (GCs). Esto aumenta los niveles de GMPc
intracelular y estimula la actividad de la PKG. Como consecuencia se mantienen bajos los
niveles de calcio intracelular, se inhibe el reordenamiento del citoesqueleto plaquetario, la
activacion de la integrina y la secrecién de granulos densos (Walter y Gambaryan, 2009).

PGI, NO

Antiagregacion Antiagregacion

Figura 5 Mecanismos que limitan la activacion y la agregacion plaquetaria. En condiciones
normales existen sefiales que inhiben la activacién plaquetaria y limitan el tamafio del trombo en sitio
de lesion vascular (Noe et al., 2010)

1.4 Técnicas para evaluar la funcion plaquetaria.

En lesiones ateroesclerdticas, las plaquetas forman trombos con un ndcleo plaquetario rico
en P-selectina. El trombo esta rodeado por una cubierta de plaquetas que dependeran de una
retroalimentacion secundaria a través de varios receptores (Stalker et al., 2013). La formacion
de trombos puede ocasionar accidentes cerebro vasculares o infarto al miocardio (Shukla,
1999). Por lo que las disfunciones plaquetarias heredadas o adquiridas deben ser
diagnosticadas de manera rapida, ya que es muy importante identificar a los pacientes con
mayor riesgo de presentar hemorragias. La monitorizacion de la funcion plaquetaria permite
identificar pacientes con hipo o hiperrespuesta y con riesgo de trombosis 0 hemorragia
(Pakala y Waksman, 2011)
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En los ultimos afios, la evaluacion de la funcion plaquetaria se ha vuelto cada vez mas
necesaria en diversos entornos clinicos, por ejemplo, a) para identificar pacientes con
trastornos hemorragicos, b) para controlar la respuesta al tratamiento plaquetario, c) para

evaluar la hemostasia preoperatoria d) en la medicina transfusional (Kehrel y Brodde, 2013).

Las pruebas de funcion plaquetaria simulan el proceso de adhesion y de agregacién lo que
permite la cuantificacion de la respuesta plaquetaria, la identificacion de una funcion anormal
y posteriormente, el diagnostico de individuos con defectos en alguna fase de este proceso
(Jackson, 2007).

Los diferentes métodos para evaluar la funcion plagquetaria pueden basarse en alguna de las
fases de la hemostasia primaria, en condiciones especiales de cizallamiento y en el analisis
de las propiedades fisicas del coagulo (Pakala y Waksman, 2011) (Tabla 3). EI método de
Agregometria plaquetaria por transmision de luz (ATL) establecido por Brien y Born es
considerado como el estandar de oro en la agregometria plaquetaria. Esta técnica se basa en
el método turbidimétrico; el cual permite evaluar y monitorear in vitro muestras de pacientes
que presentan hemorragias causadas por trombocitopatias y valorar el efecto de los farmacos
antiplaquetarios (Rand et al., 2003).
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Tabla 3 Diferentes metodologias para la evaluacion de la funcion plaquetaria. En la tabla se
describen los principales métodos para evaluar la funcion plaquetaria, asi como el fundamento de la
técnica (Paniccia et al., 2015).

Método Muestra Aplicacion de método Principio del método
Tiempo de sangrado Sangre Prueba de deteccién Medicién in vivo del bloqueo
total hemorragico

Pruebas basadas en la agregacion plaguetaria

Agregometria PRP Medicidn foto-Optica del aumento
plaquetaria por de la transmision de luz en relacion
L Deteccion de tendencia . .
transmision de luz con la agregacion plaquetaria
hemorrégica, diagndstico de
(ATL)
_ defectos plaquetarios y __
Impedancia . . Medicion del aumento de la
monitoreo del tratamiento ) ) ) )
) ) impedancia eléctrica en relacion
antiplaquetario » )
con la agregacion plaquetaria
Sangre
Lumi-agregometria total Deteccion de trastornos de Agregacion combinada con

Funcion plaquetaria

almacenamiento/liberacion

luminiscencia

Monitoreo de la respuesta
plaquetaria a diferentes agentes

antiplaquetarios

Recuento de plaquetas antes y

después de la activacién

Pruebas basadas en la adhesion plaquetaria (tasa de cizallamiento)

PFA-100 Evaluacion de riesgo de Evaluacion del tiempo de flujo,
PFA-200 sangrado, efectos de farmacos | (alto cizallamiento) bloqueado por
y basqueda de disfunciones el tap6n plaquetario
Sangre .
plaquetarias
total

Prueba de trombosis

Evaluacién de la funcion

Formacion del tapon plaquetario

global plaquetaria y trombolisis dependiente de la velocidad de
cizallamiento
Meétodos de funcién plaquetaria combinados con prueba viscoelastica
TEG Evaluacion de la hemostasia Formacion de coagulos
ROTEM Sangre global y monitoreo de Impedancia eléctrica en relacion
total tratamientos antiplaquetarios con la agregacion
Andlisis por citometria de flujo
Citometria de flujo Sangre Conteo, deteccidn, activacion y Deteccion basada en laser
total, PRP biomarcadores plaquetarios
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1.5 Agregacion plaquetaria en plasma rico (PRP)

El agregdometro mide el promedio de la agregacion plaquetaria, que proviene de la diferencia
de densidad dptica que existe entre, el PRP y el plasma pobre en plaquetas (PPP). La
transmitancia es directamente proporcional al nimero de plaquetas que se activan y se
agregan. El equipo esta acoplado a un sistema computarizado, el cual digitaliza los resultados
en forma de curva, asi como el tiempo de latencia y el porcentaje maximo de respuesta
(O’Brien y Bor, 1962).

La curva resultante proporciona la rapidez de la respuesta y cada fragmento proporciona
informacion de las plaquetas como, el cambio morfolégico, la generacion de pseudépodos y
la secrecion del contenido de los granulos (Gomez-Gomez et al., 2018). Antes de la adicion
del agonista se observa una oscilacion al azar de la linea, después de la adicion, se produce

un retraso en la respuesta (Hayward et al., 2009).

La funcion plaquetaria, se evalUa in vitro con el uso de diferentes agonistas, como adenosina
difosfato (ADP), epinefrina, coladgeno, trombina y acido araquidonico (Zhou y Schmaier,
2005). Cada agonista tiene un diferente mecanismo fisiolégico de accion; por ejemplo, la
activacion del receptor de ADP P2Y 12 y de los adrenoreceptores owa (AR- aza) Y ozs (AR-
o) inducen el cambio conformacional de GPIIb/Illa su forma activa, lo que permite tanto
la union a fibrinbgeno, como la union entre plaquetas (Kottke-Marchant y Corcoran, 2002).
El colageno y la trombina inducen la liberacion de ADP y tromboxano Az (TxAz) (Seegmiller
y Sarode, 2007).

1.6 Tipos de curva de agregacion

Cada agonista presenta caracteristicas especificas en su grafico, ya que interactia con
receptores especificos de la plaqueta. La curva de agregacion puede ser monofasica o
bifasica. Cuando se utiliza acido araquidonico, coladgeno y agonistas del receptor para
trombina, el tipo de curva resultante es monofasica. ElI acoplamiento estimulo-respuesta

inducido por el agonista, se produce antes que cualquier respuesta de agregacion y como
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consecuencia en la curva resultante no se observa distincion entre la onda de agregacion

primaria y la secundaria (Charo et al.,1997).

Los llamados agonistas débiles, como ADP y epinefrina, producen una curva de agregacion
bifésica, (Figura 11). Se les considera agonistas debiles porque tienen una secrecion
dependiente de la agregacion. En la primera fase, se inicia la formacion de agregados
plaquetarios pequefios que corresponde al ascenso de la curva (fase primaria) (Kehrel y
Brodde, 2013). Esto activa la transduccion de las sefiales internas en la plaqueta que
estimulan la liberacion de los contenidos granulares que promueven la fase secundaria. Si no
se estimula la liberacion del contenido granular la linea reversara y descendera hasta la base
(Rodgers et al., 2006).

1.7 Cumarinas

En el mundo, muchas de las plantas utilizadas en la medicina tradicional, contienen cierto
porcentaje cumarinico. La cumarina representa un andamio para multiples quimicos
medicinales (warfarina, acenocumarina y fenprocumdn), gracias a sus caracteristicas
fisicoquimicas y a su versétil transformacion sintética en una gran variedad de cumarinas
funcionalizadas. Las propiedades farmacoldgicas de las cumarinas dependen de su estructura
central (cumarinas simples, cumarinas policiclicas, cumarinas fusionadas, biscumarinas) y

del patron de sustitucion (Stefanachi et al., 2018).

1.7.1 Historia

La cumarina fue aislada por primera vez en 1820 por Vogel, a partir de semillas
pertenecientes al arbol Dipteryx odorata (Figura 6). Este arbol pertenece a la familia
Fabaceae, cuya semilla también es conocida como; haba tonka, cumaruna, cumard, cumbard,

sarrapia o tagua (Figura 7). Desde entonces, se ha reportado el aislamiento, la caracterizacion

14



estructural, la sintesis y la actividad biologica de miles de derivados cumarinicos (O’Kennedy

y Thornes, 1997).

Figura 6 Dipteryx odorata, posee una gran gama de metabolitos secundarios. Sus metabolitos
secundarios son utilizados como materia prima por la industria farmacéutica (Oliveros et al., 2011)

Figura 7 El Haba tonka y sus principales caracteristicas. Los frutos del arbol contienen una
sola semilla que mide 3-4 cm de largo por 1 cm de ancho, es de color negro y arrugado. Tiene una
agradable fragancia que evoca la vainilla, la almendra, la canela y el clavo (Oliveros et al., 2011)
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Esta molécula ha sido ampliamente estudiada ya que, muchos agentes biol6gicamente activos
parten de esta estructura (Stefanachi et al., 2018). Los anticoagulantes orales son los
medicamentos con estructura cumarinica que se recetan con frecuencia para tratar y prevenir
latromboembolia (Su et al., 2012). Este grupo de sustancias se descubrid en 1920, al observar
hemorragias fatales en vacas después de comer montones de heno de trébol dulce en mal
estado, en la década de 1920 (Baggiolini et al., 2015).

Después de varios afos, los investigadores pudieron aislar y sintetizar el primer dicumarol
de cumarina. Una forma méas potente de este medicamento, la warfarina, inicialmente
utilizada como veneno para ratas, se introdujo como un anticoagulante oral en la década de
1950 y actualmente es el anticoagulante oral mas utilizado. Estas moléculas requieren de un
grupo hidroxilo en la posicion 4 y de un sustituyente no polar en la posicion 3 del nicleo
cumarinico para inhibir a las reductasas de vitamina K, que es lo que origina sus acciones
anticoagulantes (Venugopala et al., 2013). Sin embargo, la cumarina mismay algunos de sus
derivados, como los estudiados en el presente trabajo, carecen de actividad anticoagulante,

pero tienen acciones antiagregantes.

La exposicién alimentaria a las cumarinas es bastante alta, ya que se encuentran en verduras,
frutas, semillas, nueces, café, té y vino. Se estima que la dieta occidental promedio puede
contener aproximadamente 1 g/dia de benzopironas, principalmente cumarinas y flavonoides
(Lake, 1999).

1.7.2 Metabolismo y toxicidad de la cumarina

Se han descrito principalmente dos vias de metabolismo para la cumarina que es dependiente
de la especie. Amplios estudios han demostrado que la cumarina es biotransformada
rapidamente en el higado a 7-hidroxicumarina por el citocromo CYP2A6 en los humanos, y
por el CYP2A5 en cepas de ratones. Posteriormente la molécula es conjugada en el grupo
hidroxilo a &cido glucuronico para ser eliminada a través de secrecion tubular renal en la
orina (Raunio et al.,, 2012). Otros posibles metabolitos de la cumarina son la 3,4-
Dihidrocumarina (DHC) y las cumarinas hidroxiladas en las posiciones 4, 5, 6 y 8, que se

forman en una extensién mucho menor que en la posicién 7 (Kai et al., 2008).
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En otras especies, como la rata, a través de otros citocromos, la cumarina es biotransformada
a 3,4-epoxido que es un metabolito hepatotoxico. Esto dio lugar a que en los afios 50 la Food
Drug Administration (FDA por sus siglas en inglés) clasificara a esta molécula como

carcinogenica categoria 1 (Egan et., al 1990) (Figura 8).

Debido a que las cumarinas también han sido utilizadas en la industria cosmética y de la
perfumeria, se han realizados numerosos estudios de biotransformacion, toxicidad y
carcinogenicidad de estas moléculas para evaluar su seguridad en los humanos (Cohen et al.,
1978).

Other CYPs CYP2A
= =
— —
0 0 0 0 H

Coumarin 3,4-epoxide Coumarin 7-Hydroxycoumarin

Figura 8 Activacion y desintoxicacion. Esquema simplificado de los pasos iniciales en la via de
activacion (3,4-epdxido) y desintoxicacion (7-hidroxicumarina) de la cumarina.

Por una parte, existen revisiones donde los autores concluyen que la exposicién diaria de
cumarinas que reciben los humanos no representa ningdn riesgo para la salud (Hartwig et
al.,1999; Lacy et al., 2004) y estudios clinicos multicéntricos han reportado baja toxicidad de
la cumarina en el humano (Cox et al., 1989). Por otro lado, se han reportado casos de
toxicidad en pacientes con linfedema tratados con cumarina incluso a bajas dosis (Farinola
et al., 2007).

Aungue se ha reportado que los humanos son eficientes biotransformadores de la cumarina,
algunos autores proponen que la toxicidad observada se debe a la existencia de poblaciones
con isoformas del CYP2AG6 con baja actividad, que biotransforma la molécula a la posicién
3y posteriormente a la via hepatotdxica 3,4 epoxido (Farinola et al., 2007; Hu et al., 2017).
Sin embargo, la evidencia de los estudios farmacogenéticos no es contundente y los casos de

toxicidad reportados con la cumarina permanecen como idiopaticos.
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Curiosamente, en estudios recientes basados en datos en humanos establecieron la ingesta
diaria tolerable (TDI) de cumarina en 0.1 mg/kg de peso corporal. En Alemania, durante la
temporada navidefia el TDI de cumarina se rebasa a menudo por el consumo de canela
(Cinnamomum cassia). Por lo tanto, para la mayoria de la poblacién que consume cantidades
moderadas de canela no se espera ningln riesgo de hepatotoxicidad, a menos que pertenezcan
al subgrupo sensible (Abraham et al., 2010)

1.7.3 Propiedades farmacoldgicas de las cumarinas

Las numerosas propiedades farmacoldgicas de las cumarinas dependen de su estructura
central y del patron de sustitucion, el cual le permite unirse de manera més fécil a diversos
objetivos proteicos. El tipo de sustituyentes y el patrén de sustitucién determinan, la energia
y la potencia de unidn, asi como las interacciones selectivas de los distintos derivados
cumarinicos estableciendo finalmente su perfil biofarmacoldgico. A continuacion, se enlistan

las propiedades farmacoldgicas de las cumarinas (Tabla 4).
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Tabla 4 Principales propiedades reportadas para las cumarinas. En esta tabla se enlistan las
propiedades farmacoldgicas reportadas para las cumarinas, las cuales se encuentran ampliamente

documentadas (Stefanachi et al., 2018)

Propiedades farmacologicas

Referencia

Antibacteriana

Penta, 2015; O’Kennedy y Thornes, 1997

Antituberculoso

Keri et al., 2015

Antifungica

Khan et al., 2004

Antiviral

Neyts et al., 2009

Antimutagénico

Matsumoto et al., 2017

Antioxidante

Bubols et al., 2013

Eliminacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS

Al-Majedy et al., 2016

Antiinflamatorio

Kontogiorgis y Hadjipavlou-Litina, 2005

Antitrombético

Jainetal., 2013

Anticancerigeno

Sashidhara et al., 2010

Anticoagulante

Abdelhafez et al., 2010

Inhibidor de ciclooxigenasa,
lipoxigenasa, colinesterasa (ChE),

monoamina oxidasa (MAO)

Nargotra et al., 2011; Kwon et al., 2011

Estimulante del SNC

Patill et al., 2013

Vasodilatador

Najmanovd et al., 2015

Efectos citotdxicos en lineas celulares

Jiménez Orozco et al 1999, 2001 y 2011; Kostova,
2005
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2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La reactividad plaquetaria residual, también llamada “resistencia”, es un problema clinico en
el que los enfermos presentan dificultad para inhibir la actividad plaquetaria aun después de

haber sido tratados con dosis apropiadas de antiagregantes plagquetarios.

Algunos estudios han analizado los efectos antiplaquetarios de varias cumarinas sobre la
agregacion inducida por colageno, ADP, trombina, el factor activador de plaquetas, el
analogo de tromboxano A2 (U-46619) y el ionoforo de calcio A23187 (Chen et al., 1996; Di
Braccio et al., 2004; Kontogiorgis et al., 2015).

Se ha reportado que la 5,7-dihidroxi-4-metilcumarina podria ser particularmente (til, ya que
su efecto antiplaquetario es el resultado tanto, de la inhibicion de COX-1, como del
antagonismo del receptor para TxA> (Macakova et al., 2012). Sin embargo, existe poca
informacion sobre la actividad inhibitoria de cumarinas simples en vias de agregacion

inducidas por otros agonistas como la epinefrina.

Estudios clinicos recientes demuestran que los antagonistas 8 no especificos disminuyen la
reactividad plaquetaria residual en pacientes que reciben acido acetilsalicilico y clopidogrel
como terapia antiplaquetaria (llardi et al., 2018; Ignjatovic et al., 2016). Otros grupos han
propuesto la sintesis de antagonistas adrenérgicos a2 como agentes antiplaquetarios para
disminuir la reactividad plaquetaria residual (Marketou et al., 2013; Marcinkowska et al.,
2018). Estos reportes evidencian la importancia de desarrollar nuevas moléculas con fines

antiplaquetarios que actten sobre los adrenoreceptores.

El GPIIb/llla es otro blanco farmacoldgico relevante para el desarrollo de nuevos agentes
antiagregantes y recientemente se ha reportado que algunas cumarinas tienen afinidad por
esta proteina (Zaragoza et al., 2016). Sin embargo, los efectos antiagregantes que se han
reportado no son del todo claros. El grupo de farmacologia celular cuenta con distintos

derivados cumarinicos que quiza podrian tener mayor actividad inhibitoria.
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3 JUSTIFICACION

La Organizacién Mundial de la Salud sefiala que las enfermedades cardiovasculares, son la
principal causa de muerte en todo el mundo. Cada afio en paises de ingresos bajos y medianos,
el 80% de las defunciones son causadas por este tipo de enfermedades. Dentro de las
enfermedades cardiovasculares, la trombosis arterial es la principal causa de infarto al
miocardio y de accidentes cerebrovasculares. Se prevé que para el 2030, aproximadamente
23,6 millones de personas moriran a causa de alguna enfermedad cardiovascular,

principalmente por cardiopatias y accidentes cerebrovasculares (OMS, 2011).

La terapia antiplaquetaria tiene como principal blanco terapéutico receptores y enzimas que
regulan la hemostasia primaria. Por ejemplo, la inhibicién de la ciclooxigenasa 1 (COX-1)
con bajas dosis de acido acetil salicilico (AAS) para prevenir la sintesis de tromboxano Az

(TxA2) durante la fase de activacion plaquetaria.

El antagonismo de los receptores activados por ADP (P2Y1 y P2Y12) es otra estrategia
relevante para inhibir la activacion plaquetaria y la amplificacion de la sefial de transduccion
(Bross et al., 2011). Sin embargo, la respuesta plaquetaria de los pacientes tratados con
clopidogrel, puede verse influenciada por diversos factores que limitan su uso. EI méas
importante es la presencia de polimorfismos genéticos (Simon et al., 2008), que provocan un
metabolismo deficiente y no permiten la formacion adecuada del metabolito activo. Este
punto ha tenido gran relevancia ya que, la FDA incluyé una nota en el empaque del
medicamento; alertando de la posible falta de eficacia en algunos individuos y la necesidad
de determinar los polimorfismos del CYP 420 antes del uso del medicamento (Costa-Filho y
Bozza, 2017).

En el caso de pacientes que reciben el tratamiento de clopidogrel y AAS (terapia dual) existe
un riesgo elevado de sufrir hemorragias y trombocitopenia como efecto adverso. En caso de
pacientes con alto riesgo de agregacion plaquetaria, como es el caso de los pacientes con
sindromes coronarios agudos 0 gque se someten a intervenciones coronarias percutaneas, se
recomienda la terapia dual (Steinhubl et al., 2002). Sin embargo, durante dicho tratamiento,
un importante nimero de pacientes desarrollan reactividad plaquetaria residual, que es una

de las principales causas del fracaso terapéutico (Fiolaki et al., 2017).
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Dentro de los blancos farmacoldgicos mas novedosos que hasta ahora se han considerado
para el desarrollo de nuevos agentes antiplaquetarios, estan los antagonistas selectivos para
los receptores de trombina PAR-1y PAR-4 (voraxapar, atoxapar). La inhibicion de diferentes
receptores de colageno ha sido propuesta como otro importante blanco terapéutico (Induruwa
et al., 2016) y actualmente se ha identificado un metabolito activo de losartan que antagoniza
el receptor de colageno GPVI.

El receptor para fibrinogeno GPIIB/IIIA, es otro importante blanco farmacolégico, existen
anticuerpos monoclonales (abciximab y eptifibatida), asi como una proteina de fusion
(tirofiban) que inhiben la agregacion plaquetaria, sin embargo, el alto costo de los

biotecnologicos limita su uso sobre todo en los paises en vias de desarrollo.

Aunque las terapias antiplaquetarias disponibles son relativamente seguras y efectivas, el
tema de la alta reactividad plaquetaria residual en pacientes que reciben agentes
antiplaquetarios se ha enfatizado en gran medida en la literatura tematica. Por ello, es
indispensable identificar farmacos antiplaquetarios mas potentes, eficaces y seguros que
actlen a través de mecanismos de accion diferentes a los de los agentes convencionales a fin

de poder coadyuvar en el tratamiento antiplaquetario (Figura 9).
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Figura 9 Diagrama esquematico de receptores de plaquetas y sitios de accién. En la imagen se proporciona una descripcion general de los
agentes disponibles, asi como de sus objetivos principales y sus respectivas vias y etapas de desarrollo hacia la activacion. (Costa -Filho y Bozza,
2017)
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Las cumarinas son moléculas que se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
tanto en plantas medicinales, como en las de consumo humano y son utilizadas ampliamente
en la industria cosmética (Lake, 1999) En las ultimas décadas se han documentado los efectos
antiinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos de estos compuestos (Kirsch et al., 2016).
Pero, aun no se describe ampliamente el efecto antiagregante de estos compuestos
cumarinicos, asi como de algunos de sus derivados. Por lo que, en el presente trabajo se
evalud la cumarinay 7 derivados con sustituciones en las posiciones 6, 7 y 8 y de la Naringina
(Figura 10).

HO § H,CO N
S
HO 070 H,CO 070
0

(0]
6.7-Dihidroxicumarina 6.7-Dimetoxicumarina
Cumarina (esculetina)
T 0L :
H.CO
O)\ H,CO 070 OH

7,8-Dihidroxicumarina
6,7-Diacetoxicumarina  6,7-Dimetoxi 4-metilcumarina (dafnetina)

X
(0]
HaCO 070 e :
OCH4 o) OH OH O
7.8-Dimetoxicumarina 7 .8-Diacetoxicumarina Naringina

Figura 10 Estructura de los compuestos evaluados en el presente trabajo. Estructura de la
cumarina y 7 derivados con sustituciones en las posiciones 6, 7y 8 y la Naringina
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4 HIPOTESIS

Los compuestos cumarinicos inhibiran la agregacion plaquetaria inducida por epinefrina,

colageno y ADP.

5 OBJETIVO GENERAL

Comparar la actividad antiplaquetaria in vitro de la cumarina, 7 derivados con sustituciones
en las posiciones 6, 7 y 8, asi como de naringina, sobre la inhibicion de la agregacién

plaquetaria inducida por epinefrina, colageno y ADP.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Elaborar curvas concentracion-respuesta inhibitoria de la agregacion plaquetaria
y obtener la concentracion inhibitoria 50 (Clso) para cada uno de los compuestos
cumarinicos y la naringina.

e Elaborar graficos y tablas comparativas con los resultados obtenidos empleando
como agonistas epinefrina, colageno y ADP.

e ldentificar los compuestos con mayor potencia y eficacia para inhibir la

agregacion plaquetaria inducida con epinefrina, colageno y ADP.
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6 MATERIAL Y METODO
6.1 Equipo

Agregometro Chrono-Log, Modelo 700, Whole Blood/Optical Lumi-Aggregometers,
centrifuga PowerSpin™ LX y un analizador de hematologia automatizado

multiparamétrico Cell Dyn Ruby.

6.2 Material adicional

Las cubetas siliconizadas y las barras magnéticas fueron adquiridas de Chrono-PAR
Corporation (Havertown, PA, EE. UU.) CHRONO-LOG®. Los tubos con citrato de

sodio y sistema de vacio fueron adquiridos a BD Vacutainer®

6.3 Reactivos

El adenosin difosfato, el colageno y la epinefrina se obtuvieron de la empresa Chrono-
PAR Corporation (Havertown, PA, EE. UU.) CHRONO-LOG®. La cumarina, la
esculetina  (6,7-dihidroxicumarina),  6,7-dimetoxicumarina,  6,7-Dimetoxi,4-
Metilcumarina, la dafnetina (7,8-Dihidroxicumarina) y la naringina fueron adquiridas
de Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.). La 6,7-Diacetoxicumarina, la 7,8-
Dimetoxicumarina, la 7,8-Diacetoxicumarina y la 6-Hidroxi,7-Metoxicumarina
fueron sintetizadas por el grupo del Dr. Ledn-Cedefio en el laboratorio de Quimica
Orgénica, de la Facultad de Quimica (UNAM).

6.4 Preparacion de soluciones

Para realizar la curva de concentracion-respuesta in vitro en plaquetas humanas, la
dafnetina y la esculetina se disolvieron en etanol absoluto (Merck, Darmstadt,
Alemania). De cada compuesto se hicieron diluciones en PBS (estéril y con pH de

7.4) para alcanzar las concentraciones equimoleculares de 50, 100, 200, y 400 uM.
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La concentracion final de etanol fue del 2% v/v, de tal manera que no modificé la
respuesta bioldgica al comparar con las muestras control. El resto de los compuestos
se disolvieron en DMSO y se probaron bajo las mismas condiciones. La
concentracion final de DMSO fue del 0.4 % v/v, la cual no modifico la respuesta

bioldgica al comparar las muestras con el control.

6.5 Obtencion de las muestras

Las muestras fueron obtenidas en el Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio
Chavez. Los donadores cumplieron los requisitos ya establecidos en el instituto para
la donacidn de sangre. Previamente se solicit6 su autorizacion para que una muestra
de su sangre (5 mL) fuera utilizada con fines de Investigacion (APENDICE). La
técnica de extraccion fue a través de una puncién en la vena antecubital. Se
descartaron los plasmas lipémicos y hemolizados, ya que en estas muestras el paso
de la luz es deficiente y como consecuencia, los porcentajes de agregacion resultantes

serian incorrectos.

6.6 Procesamiento de la muestra

Las muestras obtenidas se centrifugaron a 1000 RPM (457 g) por 3 minutos para
obtener el plasma rico en plaquetas (PRP). Después, se realiz6 un pool con el PRP
obtenido de todas las muestras. EI remanente de células, se recentrifugé a 3500 RPM
(1828 g) por 20 minutos, para obtener el plasma pobre en plaquetas (PPP).
Posteriormente se realiz6 un ajuste del PRP con el PPP, para tener un volumen final

de 2.5 x 10° plaquetas/pL.

6.7 Ensayo de agregacion plaquetaria

Para cada medicion, el PRP ajustado (500 pL) se incubo previamente a 37°C durante

5 minutos en el agregometro. Posteriormente, se adiciond la concentracion
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correspondiente (10.3 pl) de cada compuesto y se indujo la agregacion plaquetaria
con cada uno de los agonistas; epinefrina (10 pM), colageno (2 ug/ml) y a ADP (10
uM). El registro se detuvo hasta que el grafico mostrd una tendencia lineal (6-15
minutos). Se realizaron 6 experimentos independientes para cada uno de los
compuestos. Los controles (PRP y disolvente) fueron considerados como el 100% de
la respuesta y los controles de funcionalidad (PRP y agonista), se utilizaron para
descartar que el disolvente interfiriera en el efecto antiagregante de los compuestos.

7 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos fueron analizados por la prueba ANOVA vy posteriormente por la prueba
post-Dunnet. Los resultados se presentan con el promedio DS. El valor de p < 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo. Los célculos se realizaron con el software
GraphPhad, PRISMA version 7.04.
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8 RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos del agregémetro, empleando dafnetina
a una concentracion de 200 UM para cada uno de los agonistas inductores empleados. En
particular la epinefrina muestra una curva bifésica de agregacion plaquetaria, caracteristica
que se pierde en presencia de dafnetina, (Figura 11A). En la agregacién inducida con
colageno (Figura 11B), la dafnetina inhibe la agregacion de manera completa ya que no
exhibe curva de agregacion como lo hace en el control. Para la agregacion inducida con
ADP, la curva muestra una amplitud moderada en comparacion con el control (Figura 11C)
y los resultados obtenidos por los otros agonistas.
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Figura 11 Trazos representativos de la agregacion inducida con los diferentes agonistas. Cada
agonista presenta un trazo caracteristico, en la figura se muestran las curvas con cada uno de los
agonistas y el trazo obtenido al adicionar dafnetina a una concentracion de 200 uM.
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Los compuestos cumarinicos evaluados, mostraron mayor actividad inhibitoria cuando se
adiciond epinefrina como agente agonista, seguida por la agregacion inducida con col&geno,
siendo menor su potencia y eficacia. La menor actividad inhibitoria se observo al agregar

ADP como agente agonista.

En la agregacién inducida con epinefrina, la mayoria de los compuestos tuvieron una
eficacia cercana al 100% (Tabla 5) y con base a su potencia, agrupamos a los compuestos en
tres categorias (Grafica 1): los mas activos gque tuvieron una Clsp menor a 150 uM (dafnetina,
esculetina, 6,7-Dimetoxicumarina), los compuestos medianamente activos que tienen una
Clso entre 200 (Gréfica 2) y 325 pM (Cumarina, 6,7-Diacetoxicumarina, 7,8-
Dimetoxicumarina, 7,8-Diacetoxicumarina) y compuestos poco activos cuando a la
concentracion de 400 uM, inhibieron en menos del 50% la agregacién (6,7-Dimetoxi, 4-
metilcumarina y Naringina).

Tabla 5 Agregacion inducida con 5 pL de epinefrina (10 uM). Clso y promedio de la agregacion a
200 uM + DE.

EPINEFRINA
Compuesto evaluado Clso (M) (%) Inhibicién 200 pM

Cumarina 236+1.9 9+3
6,7-Dihidroxicumarina (esculetina) 139 +£3.9 83+34
6,7-Dimetoxicumarina 140+ 11.1 91+15
6,7-Diacetoxicumarina 325+9.9 15+7.8

6,7-Dimetoxi, 4-Metilcumarina > 400 8+4
7,8-Dihidroxicumarina (dafnetina) 123 +5.1 85+ 3
7,8-Dimetoxicumarina 2321 11+1.9
7,8-Diacetoxicumarina 279+6.1 14 + 3.6
Naringina > 400 9144
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Grafica 1 Porcentaje de inhibicion de los compuestos cumarinicos en la agregacion inducida
por epinefrina. En la gréafica se puede diferenciar claramente la potencia y eficacia de cada uno de
los compuestos evaluados lo que permite clasificarlos en tres grupos con base a su efecto
antiagregante. La dafnetina, esculetina y 6,7-Dimetoxicumarina fueron los compuestos més activos.
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Grafica 2 Porcentaje de inhibicion a las concentraciones de 50, 100, 200 y 400 uM en la
agregacion inducida con epinefrina. Los compuestos 6,7-Dihidroxicumarina, 6,7-
Dimetoxicumarina y 7,8-Dihidroxicumarina, tuvieron una eficacia cercana al 100%, a la
concentracion de 200 uM. Mientras que, Cumarina, 6,7-Diacetoxicumarina, 7,8-Dimetoxicumarina
y 7,8-Diacetoxicumarina, mostraron un efecto cercano al 100%, a la concentracion de 400 uM. La
6,7-Dimetoxi, 4-Metilcumarina y la Naringina no mostraron ningun efecto (p < 0.05).

e
31



Para la agregacion inducida por colageno (Tabla 6 ), sélo cuatro compuestos tuvieron una
eficacia cercana al 100% de la respuesta. Los compuestos altamente activos, que tuvieron
Clso menores a 150 puM fueron dafnetina y 6,7-Dimetoxicumarina (Gréfica 3). Los dos
compuestos medianamente activos que tuvieron Clso entre 200 (Grafica 4) y 300 uM, fueron
la cumarinay la esculetina. El resto de las moléculas no tuvieron actividad en las condiciones
experimentales estudiadas.

Tabla 6 Agregacion inducida con 1 pL de colageno (2 pg/ml). Clso, promedio de la inhibicién a
200 uM + DE.

COLAGENO
Compuesto evaluado Clso (M) (%) Inhibicién 200 uM

Cumarina 233+ 2.6 21+54
6,7-Dihidroxicumarina (esculetina) 226 £ 3.6 30+5.0

6,7-Dimetoxicumarina 122 +£7.3 971
6,7-Diacetoxicumarina > 400 12+4.1
6,7-Dimetoxi, 4-Metilcumarina > 400 15+5.3
7,8-Dihidroxicumarina (dafnetina) 131+5.2 90+2.3
7,8-Dimetoxicumarina > 400 19+ 3.8
7,8-Diacetoxicumarina > 400 15+ 159
Naringina > 400 10+6.9
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Grafica 3 Porcentaje del efecto inhibitorio de los compuestos cumarinicos en la agregacion
inducida por colageno. En la gréfica se observa la potencia y eficacia de cada uno de los compuestos
evaluados. Los mas potentes y eficaces son 6,7-Dimetoxicumarina y 7,8-Dihidroxicumarina.

%k ok *k ok
marina
-DHC
,7-DMC
-DAC

100 - Cu
6,7
6,7
6,7
6,7-DM ,4-MtC
7,8
7,8
7,8
Na

80N
-DHC
-DMC

,8-DAC
ringina

60N

408

Inhibicién (% & DE)

208

on

Gréfica 4 Porcentaje de inhibicion a las concentraciones de 50, 100, 200 y 400 uM en la
agregacion inducida por colageno. Los compuestos 6,7-Dimetoxicumarina 'y 7,8-
Dihidroxicumarina tuvieron una eficacia cercana al 100% a la concentracion de 200 uM. Los
compuestos Cumarina y 6,7-Dihidroxicumrina tuvieron una eficacia cercana al 100%, solo a 400 pM.
La 6,7-Dimetoxi, 4-Metilcumarina y la Naringina no mostraron ningun efecto en la agregacién
inducida por colageno (p < 0.05).
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En la agregacién inducida por ADP, (Tabla 7) los compuestos tuvieron una eficacia y
potencia menor a la observada en las otras vias (Gréfica 5). La unica molécula que inhibid
la agregacion plaquetaria en mas del 50% fue la 6,7-Dimetoxicumarina a una concentracion
de 279 + 3.2 uM (Grafica 6) Sdlo la dafnetina y la esculetina mostraron un efecto inhibitorio
a la concentracion de 400 uM con una inhibicion de 41 % y 50 % respectivamente.

Tabla 7 Agregacion inducida con 5 pL de ADP (10 uM). Clso, promedio de la inhibicion
a200 uM = D.E.

ADP
Compuesto evaluado Clso (LM) (%) Inhibicién 200 uM

Cumarina > 400 19+3.3
6,7-Dihidroxicumarina (esculetina) > 400 24 +£10.5
6,7-Dimetoxicumarina 279+ 3.2 35+15.8

6,7-Diacetoxicumarina > 400 13+7
6,7-Dimetoxi, 4-Metilcumarina > 400 15+5.3
7,8-Dihidroxicumarina (dafnetina) > 400 35+6.3
7,8-Dimetoxicumarina > 400 17 £9.7

7,8-Diacetoxicumarina > 400 4+4
Naringina > 400 21 +8.7
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Grafica 5 Porcentaje del efecto inhibitorio de los compuestos cumarinicos en la agregacion
inducida por ADP. Solo 6,7-Dimetoxicumarina inhibié en mas del 50% la agregacion plaquetaria a
la concentracién de 400uM.
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Grafica 6 Porcentaje de inhibicion las concentraciones de 50, 100, 200 y 400 uM, en la
agregacion inducida con ADP. Los compuestos 6,7-Dimetoxicumarina y 7,8-Dihidroxicumarina
tuvieron el mayor efecto inhibitorio a la concentracién de 200 uM. La 6,7-Diacetoxicumarina, 6,7-
Dimetoxi, 4-Metilcumarina, 7,8-Diacetoxicumarina y 7,8-Diacetoxicumarina no mostraron ningdn
efecto (p < 0.05).
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9 DISCUSION

A pesar de que las acciones de las catecolaminas han sido estudiadas ampliamente por
diferentes grupos de investigacion, la participacion de los diferentes adrenoreceptores en la
regulacién de la agregacion plaquetaria ain no es del todo clara. En las plaquetas hay una
mayor proporcion de adrenoreceptores axa (AR-a2a) y 028 (AR-a28) acoplados a proteina Gi,
pero también una pequefia cantidad de AR-f., acoplado a Gs (Steer et al 1982; Marketeu et
al., 2013).

Como se ha descrito en la introduccién (ver activacion plaquetaria), las diferentes vias de
sefializacion que incrementan el calcio intraplaquetario ([Ca?*]ip), favorecen la agregacion,
mientras que la via de AMPc y PKA disminuye los niveles de [Ca?*]ip, por lo que actdan
como una sefial antiagregante. De esta manera, la activacion de receptores acoplados a
proteinas Gi, contribuyen a disminuir las sefiales de AMPc y a favorecer la elevacion de
[Ca?*]ip.

El efecto agregante de las catecolaminas se explica frecuentemente a través de la interaccion
con los AR-aza Y AR-azg. Sin embargo, la epinefrina tiene mayor afinidad por el AR- B2y
las acciones mediadas por este receptor no pueden considerarse insignificantes ya que, en
experimentos ex vivo, antagonistas B inducen una reduccién leve pero significativa en el
contenido de AMPc intraplaquetario (Anfonssi et al., 1996). Estos datos son consistentes con
recientes estudios clinicos donde se ha observado que antagonistas 3 no selectivos como el
carvedilol, disminuyen la reactividad plaquetaria residual en pacientes con terapia doble
(Nardi et al 2018, Ignjatovic et al., 2016).

Algunos autores proponen que las acciones del carvedilol en la agregacion plaquetaria
residual se debe a la disminucion de la presion arterial de los pacientes, asi como a la
disminucion de las concentraciones de catecolaminas circulantes (Bonten et al.,2014). Sin
embargo, también se han reportado acciones directas del carvedilol en la agregacién
plaquetaria, donde se propone que ademas de las acciones a través de receptores, debe haber
interacciones con otras macromoléculas como canales y enzimas, asi como efectos de

estabilizacion de membrana debido a la alta lipofilia de la molécula (Petrikova et al., 2005).
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Tanto la evidencia clinica, como la experimental, indica que los AR-B> son importantes

blancos farmacoldgicos para disminuir la reactividad plaquetaria residual.

Otros grupos han propuesto el antagonismo del AR-a2s, COMO una estrategia alternativa para
el desarrollo de nuevos agentes antiplaquetarios (Marketeu et al., 2013). Recientemente, se
han sintetizado antagonistas adrenérgicos azs con fines antiagregantes, lo que confirma la
importancia del estudio al identificar moléculas que inhiben la agregacion plaquetaria

inducida por epinefrina (Marcinkowska et al., 2018).

Desconocemos sobre que componente de la via activada por colageno, podrian estar actuando
las cumarinas. Los receptores de colageno GpV |1 y Gpla/lla (integrina 02 1) tienen un papel
fundamental en la hemostasia, asi como en la activacion del receptor de fibrindgeno
GPllIb/llla.

El receptor GPVI tiene una region citoplasmatica (FcRy) con actividad catalitica semejante
al inmunoreceptor de tirosina (ITAM), que transduce cascadas de sefializacién (Moroi et al.,
2004, Getz et al., 2010). Este receptor tiene baja afinidad por el colageno, pero a través de
un sinergismo con la integrina a2fB1, activa a la integrina GPIIb/llla lo que permite una
adhesion estable y firme de la plaqueta con pared el vaso (Herr et al., 2009, Auger et al.,
2005, Induruwa et al., 2016).

El receptor a2p1 tiene alta afinidad por varias secuencias de colageno, de las cuales la mas
relevante son Gly-Phe-Hyp-Gly-Glu-Arg (Emsley et al., 2000). Se ha reportado que en
pacientes que no expresan GPVI la integrina 021 puede compensar la respuesta plaquetaria
(Ludeman et al., 2004) La activacion de los receptores para colageno GpVI y Gpla/lla
(integrina 02B1) incrementan la concentracion citoplasmatica de Ca®*, inducen la liberacion
de granulos intraplaquetarios, formacion de TXA: y finalmente, propician la activacion

sostenida del receptor de fibrindgeno GPIIb/Il1a (Broos et al., 2011).

El cambio de GPIIb/Illa de un estado inactivo a otro activo, es un evento fundamental en la
agregacion plaquetaria (Brooss, 2011), y la inhibicion de este blanco farmacoldgico es muy

relevante para el desarrollo de nuevos agentes antiplaquetarios

El receptor para fibrindgeno GPIlIb/I11a es de alta afinidad y es el mas abundante en la

superficie plaquetaria. Este receptor es fundamental al final del proceso de adhesion ya que,
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favorece uniones firmes con la matriz extracelular. Dichas uniones estimulan tanto cascadas
de sefializacion tirosina cinasa, como de receptores acoplados a proteinas Gq, lo que
incrementa la concentracion citoplasmatica de Ca?* y con ello, inicia la activacion

plaquetaria.

También se ha reportado que, en lesiones vasculares, el colageno expuesto por el
subendotelio interacciona con el complejo GPIba-vWF, lo que disminuye la velocidad de las
plaquetas en el flujo sanguineo. Esta primera union es de baja afinidad, pero permite el acople
posterior de plaquetas con otras moléculas de adhesion como colageno, laminina,
fibronectina y trombospondina. Estas interacciones dan paso a la fase de activacion
plaquetaria (Kim et al., 2010, Yago et al., 2008).

La actividad inhibitoria de la naringina en la agregacién inducida por colageno ya reportada
(Yu et al., 2011), asi como la actividad antiagregante en plaquetas humanas (Kim et al.,
2010), coincide con los datos obtenidos en este trabajo. En nuestro modelo, la naringina tuvo
poca actividad, ya que a la mayor concentracion (400 uM) solo se produjeron efectos entre
el 24 y 29 % de inhibicién al estimular con los diferentes agonistas, lo cual concuerda con

los reportes arriba mencionados.

Por otra parte, los resultados de la agregacién plaquetaria obtenidos con un ion6foro de calcio
como agente inductor y por citometria de flujo (Zaragoza et al., 2016) no son comparables
con los datos obtenidos en este trabajo ya que ellos utilizaron una metodologia distinta. En
el presente estudio, la esculetina inhibié con mayor magnitud la agregacién inducida por
todos los agonistas, que la naringina También observamos que la dafnetina y la 6,7-
Dimetoxicumarina tienen mayor actividad antiplaquetaria que la esculetina. Esto nos lleva a
pensar que también se debe evaluar en futuros trabajos la participacion de receptores de

coléageno.
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10 CONCLUSIONES

¢ Los blancos farmacoldgicos sobre los que actian los derivados cumarinicos
estudiados en el presente trabajo son diferentes a los que inhiben el &cido acetil
salicilico y el clopidogrel.

¢ Las diferencias en el mecanismo de accién de estas moléculas son una oportunidad
para el desarrollo de nuevos agentes antiplaquetarios que coadyuven en el manejo de
los pacientes que no responden adecuadamente a la terapia convencional.

¢ No existe evidencia bibliografica que indique la presencia de acciones
cardiovasculares que pudieran limitar su uso, lo que resulta promisorio para continuar
estudiando el efecto antiplaquetario de estas moléculas.

¢ Se estableci6 una relacion estructura-actividad de derivados cumarinicos
disustituidos en las posiciones 6, 7 y 8, con su efecto inhibitorio en la agregacion
plaquetaria inducida por epinefrina y colageno

¢ Es necesario hacer mas estudios que nos permitan determinar con mayor precision

los sitios de unién de estas moléculas, asi como su mecanismo de accion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo

Declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio titulado:

El estudio consiste en una toma de muestra de sangre venosa, la cual no representa un
riesgo agregado para mi persona. Los propésitos del proyecto que lleva como titulo:
“Efecto inhibitorio in vitro de cumarinas disustituidas en la agregacion de
plaquetas humanas inducidas por epinefrina, colageno y ADP” EI contar con
nuevos farmacos permitira que los enfermos que lo requieren, puedan recibirlos y no
presenten efectos colaterales o adversos y beneficiar a pacientes con nuevos
tratamientos.

Para solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacion en el estudio.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del presente estudio en el momento
que lo desee. En caso de que decidiera no participar, la atencion que como paciente
recibo en esta Institucion no se vera afectada.

Firma

TESTIGO TESTIGO

Fecha

La carta de consentimiento informado de este trabajo fue elaborada por el control
interno entre el area de investigacion y el banco de sangre del Instituto Nacional de
Cardiologia “Ignacio Chavez”. Por lo que no se elabor6 conforme a lo sefialado en
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