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ABREVIATURAS

2MeSamp: 2 - methylthioadenosine & - monophosphate
triethylammonium (bloqueante del receptor P,Y12)

5HT: 5-hidroxitriptamina o serotonina (marcaje de granulos densos)
AA: acido araquidonico

AAS: aspirina (acido acetil salicilico)

AC: adenilato ciclasa

ADP: adenosina difosfato

AGK2: 2-Cyano-3-[5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl]-N-5-quinolinyl-2-
propenamide (inhibidor SIRT2)

AMPc: adenosina monofosfato ciclico

AKT/PKB: proteina cinasa B

ARNmM: ARN mensajero

miARN: micro ARN

ATP: adenosina trifosfato

Ca?*: calcio i6nico

CAM: 5-(2-Hydroxynaphthalen-1-ylmethyl) — 6 - phenyl-2-thioxo-2,3-
dihydro-1H-pyrimidin-4-one, 5-[(2-hydroxy- 1-naphthyl) methyl] -2-
mercapto -6-phenyl-4(3H)-Pyrimidinone; cambinol (inhibidor general
de las sirtuinas)

CCD: dominio “colied-coil”

COX-1: ciclooxigenasa-1

cPLA:: fosfolipasa A citoplasmatica

CRP: péptido relacionado con el colageno “collagen related peptide”
DAG: diacil glicerol

DBD: dominio de unién al ADN

EX527: 6 — Chloro — 2 ,3 ,4 ,9 — tetrahydro - 1H — Carbazole — 1 -
carboxamide (inhibidor de la SIRT1)

ERK1/2 (p44/p42 MAPK): cinasa de la familia ERK “extracelular
signal regulated kinases” o MAPK “mitogen activated protein kinase”



FURA 2/AM: fura-2pentakis(acetoxymethyl) ester (indicador de calcio
intracellular)

FvW: factor von Willebrand

Fyn/Lyn: tirosina cinasa Fyn/Lyn

GP: glicoproteina

GNAT: acetil transferasa “GCNS5-related N-acetyltransferases”
GSK-3B: Glucdégeno sintasa cinasa-3b

HAT: histona acetil transferasa

HDAC: histona deacetilasa

IBOP: [1S-(1 alpha,2 beta(52),3 alpha(1E,3R),4 alpha)] -7- [3- (3-
hydroxy- 4- (4'-iodophenoxy) -1-butenyl)-7-oxabicyclo-[2.2.1]heptan-
2-yl]-5-h eptenoic acid (analogo estable del TXA,)

IL-1B: interleucina 13
IPs: inositol trifosfato

ITAM: dominio de activaciéon inmune basado en tirosina “imunoreceptor
tyrosine-based activation motif”

JAK: cinasa Janus

LINKER: dominio de unién

Lys/K: aminoécido lisina

NAD™: Nicotinamida adenina dinucle6tido

NAM: Pyridine — 3 - carboxylic acid amide; nicotinamida (inhibidor
general de las sirtuinas)

MYST: acetil transferasa “MOZ, Ybfz/Sas3, Sas2, Tip 66”
NO: 6xido nitrico
NTD: dominio N-terminal

p38/MAPK: cinasa de la familia MAPK MAP “mitogen activated
protein kinase”

P.: receptores de nucleétidos de adenina

p300/CBP: acetil transferasa proteina de union CREB/p300 “CREB
binding protein”

PAR: receptor activado por proteasas “protease activated receptor”



PGl;: prostaciclina

PI3K: fosfatidil inositol 3 cinasa
PKC: proteina cinasa C

PLC: fosfolipasa C

PPP: plasma pobre en plaquetas
PRP: plasma rico en plaquetas

RGDS: Arg — Gly — Asp - Ser (arginina-glicina-asparagina-serina)
(bloqueante de la Glicoproteina auipBs)

SCA: sistema canalicular abierto

SH2: dominio SH2 de unién a puntos de fosforilacion
Sir: sirtinol (inhibidor SIRT1)

SIRT: sirtuinas

Ser/S: aminoacido serina

SQ29,548 (SQ): [ 1S - [ 1a, 2a (2), 3a, 4a] 1 — 7 - [3- [ [2-]
(phenylamino) carbonyl ] hydrazino] methyl]-7-oxabicyclo[2.2.1] hept-
2-yl]-5-heptenoic acid; SQ29,548(bloqueante del receptor del TXA?)

STATS3: factor de transcripcion “signal transducer and activator of
transcription”

STD: sistema tubular denso
Syk: tirosina cinasa Syk “Spleen tyrosine kinase”
TAD: en el dominio de activacion transcripcional

TBA: N-Hydroxy-4-(2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-pyrido[4,3-b] indol - 5
-ylmethyl) benzamide hydrochloried; tubastatin A (inhibidor HDACG)

Thr/T: aminoé&cido treonina
Tyr/Y: amino&cido tirosina
TPO: trombopoyetina

TSA: [R-(E,E)]-7-[4-(Dimethylamino) phenyl] — N — hydroxy -4,6-
dimethyl-7-oxo-2,4-heptadienamide; trichostatin A (inhibidor de las
HDCA)

TXA2: tromboxano Az

TXA2-R: receptor del tromboxano Az



TXB2: tromboxano B,

U46619: 9,11 - Dideoxy-11a,9a-epoxymethano-prostaglandin F2aq,
(analogo estable del TXA,)

Zn?*: zinc
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En las primeras descripciones que se realizaron de los
componentes de la sangre se dijo que ésta estaba formada por dos
tipos celulares, los leucocitos y los hematies®. No se consideraron a
las plaquetas como un elemento mas, sino que se les confundié con
bacterias que habian contaminado la sangre o simplemente
particulas de polvo. Poco a poco y conforme fueron avanzando los
estudios en el campo de la Optica, se descubri6 que habia un
elemento mas en la sangre, las plaguetas?®. Varias fueron las causas
que retrasaron su hallazgo, como es su pequefio tamafio, mucho mas
que el de los hematies y los leucocitos, y su capacidad de agregacion,
es decir de unirse las unas con las otras, impidiendo observarlas como

elementos independientes?.

No fue hasta finales del siglo XIX, cuando Giulio Bizzozero
observo en la circulacion sanguinea de animales vivos la presencia
de unos elementos que se agrupaban en los vasos dafiados y daban
lugar a la formacién del tapén hemostatico. Les llamé “petit plaques”
(pequeiias placas)®. Pero su origen continuaba siendo un misterio.
Algunos cientificos creian que las plaquetas procedian de los ndcleos
que habian sido expulsados por los eritoblastos en su proceso de
maduracién. En cambio, otros pensaban que procedian de la
desintegracion de los leucocitos cuando éstos se activaban. A
principios del siglo XX, James Homer Wright demostré a través de la
tincion de preparaciones histolégicas de médula 6sea, que eran los
megacariocitos los que daban lugar a las plaquetas mediante la

fragmentacién de su citoplasma®.
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Pese a ser el elemento forme mas pequefio de la sangre, como
veremos, a lo largo de los Uultimos 50 afios se ha avanzado
enormemente en el conocimiento del papel jugado por las plaquetas en
la hemostasia y la trombosis. Y no sélo esto, sino que recientemente se
estd poniendo de manifiesto que las plaquetas participan de forma
central en muchos otros procesos de la fisiologia y la fisiopatologia
humana, tanto del sistema cardiovascular como de otras respuestas del

organismo (respuesta inmune, inflamacion, reparacién de tejidos, etc.)®.

1.1. Papel de las plaquetas en la fisiopatologia

Tradicionalmente, se ha considerado que la plaqueta tenia
una Unica funcién, participar en la hemostasia y la trombosis. La
hemostasia se define como un mecanismo formado por una serie de
reacciones fisioldgicas y bioquimicas que tienen como finalidad detener
la hemorragia cuando se produce un dafio o un traumatismo en un

vaso sanguineo®.

La hemostasia requiere de la interaccion de tres sistemas como
son: los componentes del vaso (células endoteliales y matriz
subendotelial), los elementos celulares de la sangre (leucocitos,
hematies y plaquetas) y las proteinas plasmaticas de los sistemas

intrinseco y extrinseco de la coagulacion (Figura 1.1)%7.
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€ Matriz subendotelial
) €= Células endoteliales
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Figura 1.1. Los componentes de la hemostasia. La hemostasia se
consigue por la interacciébn de tres sistemas: componentes del vaso (células
endoteliales y matriz subendotelial (sefialadas con unas flechas), componentes
celulares de la sangre (leucocitos, hematies y plaquetas) y las proteinas plasmaticas del
sistema tanto intrinseco como extrinseco de la coagulacion.

El equilibrio hemostatico se consigue por el balance que se
produce entre los distintos sistemas que lo forman. Pero alteraciones
cualitativas y/o cuantitativas en uno o varios de estos sistemas pueden
dar lugar a una hemostasia y/o coagulacion alteradas que pueden
acabar en diferentes problemas hemorragicos o trombdéticos®®. Un
ejemplo de trombosis es aquel que ocurre en los sitios de dafio
vascular causados por la presencia de una placa aterosclerética. Estas
estructuras provocan una alteracion de la hemostasia que puede
acabar en una trombosis arterial 0 venosa en puntos criticos de la
circulaciéon coronaria o cerebral. Por lo tanto, se define la trombosis

como una forma descontrolada de la hemostasia.

La plagueta es un elemento de la sangre altamente
especializado, como demuestra su participacién crucial en los
procesos de hemostasia y trombosis. Su papel esta claramente

establecido en la aparicién de diatesis hemorragicas cuando existe
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una disfuncién plaquetaria cuantitativa y/o cualitatival®, y por el

beneficio clinico antitrombético de los farmacos antiplaquetarios2,

La trombosis es una patologia compleja, dinamica vy
multifactorial a la que contribuyen activamente el endotelio, los
factores plasmaticos de la coagulacion, las células sanguineas, los
factores hemorreoldgicos dependientes de la geometria de los vasos

y la viscosidad de la sangre.

En la actualidad, esta ampliamente aceptado que una
activacion-agregacion plaquetaria elevada podria conducir a
complicaciones isquémicas en el area vascular cerebral o coronaria.
Los farmacos antiplaquetarios mas utilizados en las alteraciones
tromboticas son el &cido acetilsalicilico (AAS) o aspirina y los
bloqueantes del receptor P2Y12. Su asociacion para la prevencion y el
tratamiento de estas complicaciones trombdticas han demostrado un
alto beneficio clinico para el tratamiento de estas complicaciones y su

prevencion secundaria®®.

Pero la plaqueta no solo juega un papel determinante en la
hemostasia primaria y en los procesos trombaoticos, sino que también
participa en otros procesos fisiopatolégicos como la inmunidad, el

cancer, la inflamacién, la angiogénesis, etc.>1415,

En este sentido, se ha descrito a las plaguetas como
estructuras complejas, principalmente en tres niveles: por la
presencia de multiples receptores en su membrana, por su capacidad
de almacenar, sintetizar y liberar multitud de compuestos diferentes,
y finalmente, por su complejo sistema de transmision de sefiales que
les permite responder de forma especifica a cada estimulo, e

integrarlos para dar lugar a distintas respuestas’®. Pero ademas, la

6
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plagueta es capaz de interactuar con las células de su entorno, como
los leucocitos, eritrocitos y células endoteliales, estableciendo un

dialogo bidireccional con ellas'’.

Todas estas caracteristicas favorecen que exista un interés
en las plaguetas que va mas alla del campo de la hemostasia y la
trombosis. En consecuencia, el estudio de la activacion plaguetaria
en la fisiopatologia humana, la comprension de los mecanismos
bioquimicos que interviene en la misma y las posibilidades para su
control farmacolégico, constituye un campo de gran importancia en la
investigacion biomédica. Sin embargo, actualmente persisten
multiples lagunas en el conocimiento de su formacién, el
funcionalismo, el metabolismo, la especificidad de estimulo, los
mecanismos de la regulacion de su vida media, los subtipos

plaquetarios, etc.

1.2. Las plaquetas: estructura celular y componentes

moleculares

Una persona adulta tiene un nimero de plaguetas circulante en
sangre que oscila entre 150-400x103%plaquetas/pL, con una vida media
de aproximadamente 5-9 dias. Para mantener un nimero constante de
plaguetas, se necesita por un lado que los megacariocitos produzcan
alrededor de 50-10x10°plaquetas/uL/dia, y por otro que las plaquetas
viejas sean destruidas por los fagocitos en el bazo y por las células de
Kupffer en el higado'®. Cada plaqueta tiene un didmetro de 2-5 ym, con

una anchura de 0,9+0,3 ym y un volumen de 7,06+4,85 fL°.

En cuanto a su estructura celular, encontramos en la parte mas

externa una zona periférica 0 glicocalix. Es una zona rica en
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glicoproteinas (Gp) que permite a la plaqueta interaccionar con
diferentes estructuras subendoteliales procedentes de los vasos
lesionados. Es la zona por la que entra en contacto con su entorno. A
continuacion, se encuentra la membrana citoplasmatica, la clasica
bicapa lipidica con los fosfolipidos distribuidos de forma asimétrica
(fosfatidil serina en la cara interna). La bicapa es capaz de
reorganizarse en respuesta a un agonista plaquetario y pasar a
exponer la fosfatidil serina al exterior, proporcionando una superficie
plaquetaria con actividad procoagulante?’. También se encuentran en
la membrana las balsas lipidicas o “lipid rafts”, las cuales incluyen a
diversos receptores plaquetarios, como el receptor del tromboxano A
(TXA2-R). Esta estructura facilita la transmision de sefiales al interior de

la célula?t.

En la membrana citoplasmatica se producen varias
invaginaciones que dan lugar al sistema canicular abierto (SCA),
reservorio de la membrana que le permite formar los pseud6podos
durante la activacién plaquetaria, y al sistema tubular denso (STD),
vestigio del reticulo endoplasmatico liso del megacariocito (Figura 1.2).
El STD almacena el Ca?* que se libera al citoplasma de las plaquetas
tras la estimulacion, ademas contiene las actividades ciclooxigenasa-1
(COX-1) y tromboxano sintetasa requeridas para la conversion del

acido araquiddnico (AA) en tromboxano Az (TXA2)?%.
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Figura 1.2. La morfologia de la plaqueta. Granulos alfa, granulos densos,

lisosomas, mitocondria, sistema canicular abierto, sistema tubular denso, membrana
plasmatica, microtibulos, glucégeno, adaptada de Martin, JF.23,

Las plaquetas en reposo mantienen su forma discoidal debido
a la presencia de una banda circunferencial marginal compuesta por
7-12 anillos filamentosos. Esta banda estd compuesta casi en su
totalidad por microtibulos formados por dimeros de ap-tubulina?.
También poseen un citoesqueleto compuesto por actina y miosina.
Tanto los microtabulos como el citoesqueleto son los responsables
del mantenimiento de la forma en plaguetas en reposo y de formar
los pseudépodos cuando las plaquetas se activan. La activaciéon
plaguetaria induce un proceso de cambio de forma y la liberacién de
granulos gue requiere de la polimerizacion/despolimerizacién de los
microtUbulos y la reorganizacion del citoesqueleto?®. El citoplasma de
la  plagueta también contiene  microfilamentos, filamentos
submembranosos, glucégeno, mitocondrias, granulos a y densos y

lisosomas?®.

Las plaquetas son capaces de comunicarse con su entorno,

entre otros mecanismos a través de la liberaciéon del contenido de
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sus granulos que forma parte del secretoma plaquetario. Los granulos
plaguetarios son de tres tipos: granulos a, granulos densos y lisosomas
(Tabla 1.1), los cuales pueden ser liberados al medio extracelular por
exocitosis como consecuencia de la estimulacién plaquetaria, en un

proceso conocido como reaccion de liberacion?’.

Tabla 1.1. Contenido de los granulos plaquetarios

EGF, IGF-1, VEGF

2), HGF, BMP-2,-4,-
6, CTGF, SCUBE1,
IGFBP3

(Ay C), bFGF (FGF-

FVW + pro-peptide,
Fg, Fn, Vn, TSP-1,
TSP-2, Laminin-8

(a5-laminin subunit)

Factor V/Va, XI,
Multimerin, Kininégeno,
Proteina S, Proteasa
Anexina-1y -2, TFPI,
Inhibidor proteina C

Factores de Proloas Factores de la Proteasas y
crecimiento y coagulacion y sus
Mitégenos adhesivas inhibid. antiproteasas
PDGF (A, By C), MMP-1,-2,-4,-9,

ADAMTS13, ADMS10,
ADMS17 (TACE), TIMPs
1-4, Inhibidor plaquetario

FIX, Inhibidor C1,
atl-antitripsina

Glicoproteinas de

Granulos a
membrana

itoqui y otros

Otros

allbB3, avp3, GPIb,

TLT-1, semaforina
4D, CD63, CD40L,
TF, LIGHT, TRAIL,
FasL, furin, GLUT3,
cellubrevina,

PEAM-1, P-selectina,

SANP23, sintaxina-2,

GF-B1y B2, IL-1, RANTES (CCL5), IL-
8(CXCL8), MIP-1a (CCL3), MIP-2(CXCL2), LIX
(CXCL6), GRO-a (CXCL1), ENA-78 (CXCL5),
SDF-1a (CXCL12), MCP-1 (CCL2), MCP-3
(CCL7), PF4 (CXCLA4), PBP, B-TG, NAP-2,
CXCL7, TARC, CCL17, angiotroperina-1,
HMGB1, IL-6sR, endostatina, osteonectina,
bonesialoprotein, dickkopf-1, osteoprotegerin

Condroitina-4-sulfato,
Albumina,
Immunoglobulina Gy M,
Amyloid B-precursor de
proteina, Disabled-2,
Complemento factor H,
BSDL, Semaforina, PrPC

claritina
Nucleétidos Cationes Aminas
Granulos ADP, ATP, AMP, Serotonina o 5HT,
[ CLELEY Calcio, Magnesio Pirofosfato
GDP, GTP Catecolaminas

Proteasas acidas Glicohidrolasas
Heparinasa, B-galactosidasa, LIMP, LAMP-2, B-N-

acetylhexosaminidasa (Hex)

Lisosomas

Catepsinas, Colagenasa, Fosfatasa acida

Los granulos a son los mas heterogéneos y abundantes,
alrededor de 50-80 granulos/plagqueta, con un tamafio de 200-500 nm.
Mediante analisis protedmico se han identificado cientos de proteinas,
las cuales juegan un importante papel en diferentes procesos como la
hemostasia, la inflamacion, reparacion de tejidos y las interacciones
célula-matriz?®. En el interior de los granulos a se almacenan factores
anticoagulantes vy factores

procoagulantes, angiogénicos y

proangiogénicos, mediadores proinflamatorios y antinflamatorios,

proteasas e inhibidores de proteasas. Cabe la posibilidad de que la

10
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variedad en el contenido de los granulos a se deba a la existencia de
diferentes poblaciones de granulos con contenidos distintos. Este
hecho daria explicacion a la capacidad de las plaquetas de mediar en
distintos procesos bioldgicos?®. Un aspecto interesante de la liberacion
de los granulos a es que existen diversos estudios donde se propone
que la liberacién pudiese ser diferente dependiendo del estimulo,
aungue éste es un tema en discusion®. Hay que tener en cuenta que
algunos de los receptores mas importantes para la agregacion
plaquetaria se encuentran, al menos en parte, en los granulos a, como

el receptor integrina Gp aibBs3 0 la P-selectina, entre otros.

Los granulos densos son los méas pequefios (150 nm) y menos
abundantes, hay entre 3-6 granulos/plaqueta®®. Se forman en el
megacariocito y contienen altas concentraciones de nucleétidos de
adenina (653 mM de ADP y 436 mM de ATP), polifosfatos y serotonina
o 5-hidroxitriptamina (5HT)3.. Ademas, contienen el 70% de los
cationes bivalentes, especialmente Ca?*, con una concentracion de 2,2
M3t

Los lisosomas plaquetarios contienen enzimas que degradan
las proteinas, como pueden ser las catepsinas y las colagenasas.
También se ha descrito la presencia de enzimas con capacidad para

degradar los carbohidratos como la glucosidasa y la galactosidasa®..

Durante la activacion plaguetaria, no solo se produce la
liberacion del contenido de sus granulos, sino que también se liberan
otras moléculas que forman parte de su citoplasma como son los
acidos nucleicos, las microparticulas y los distintos compuestos

sintetizados por la plagueta.

11
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Con respeto a los acidos nucleicos en las plaquetas, como
éstas son células sin ndcleo, nunca se les han tenido mucho en cuenta.
Sin embargo, recientes estudios han demostrado que las plaguetas
poseen no solo distintos ARN mensajeros (ARNm), sino también toda
la maquinaria requerida para procesar estos ARNmM Yy sintetizar
proteinas como la COX-1 o la IL-1B*2. Ademas, la huella del ARNm en
las plaquetas puede variar en distintas circunstancias patolégicas, lo
que sugiere que el analisis del perfil de ARNm en las plaquetas podria
usarse con fines diagndsticos®?. Las plaquetas también son una fuente
importante de ARN no codificante como los micro ARN (miARN),
Estos pueden ser liberados por las plaquetas en distintas condiciones,
transfiriéndolos a otras células y de esta manera regular su actividad

génica®,

Las microparticulas de origen plaquetario son el tipo de
microparticula mas abundante en la sangre, constituyendo entre un 70-
90 % del total de microparticulas circulantes en sujetos sanos. Pueden
actuar como un marcador de activacion plaquetaria y de evolucién de la
enfermedad, pero también como intermediarios entre diversos tipos
celulares®®. Las  microparticulas  plaguetarias se  forman
constitutivamente en sujetos sanos, pero son rapidamente retiradas de
la circulacion, principalmente por su internalizacién por las células
endoteliales o por quedar atrapadas en el bazo. El contenido de las
microparticulas es muy variado e incluye receptores de membrana de
distintos tipos, proteinas, citocinas, acidos nucleicos y factores de la

coagulacion343,

Respecto a los compuestos que son capaces de sintetizar las
plaquetas, cabe destacar al TXA; de entre todos los eicosanoides. La

sintesis de eicosanoides se inicia con la liberacién del AA de los

12
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fosfolipidos de la membrana por la accién de la fosfolipasa Az
citoplasmatica (cPLA;). Esta enzima no esta inactiva cuando las
plaguetas se encuentran en reposo. Para su activacion, se requiere
de un aumento del Ca?" citoplasmatico. Ademas, la cPLA; posee
varias serinas que deben ser fosforiladas para ser activa. Los
residuos de la Ser®® y la Ser’®” se fosforilan por la acciéon de las
proteinas cinasa de mitégenos (MAPK), como es la p38 MAPK y la
ERK1/2. A continuacion, el AA es metabolizado por el sistema COX-
1/Tromboxano sintetasa, hasta producir el TXA, (Figura 1.3)%.

Acido araquidénico
)

' COX-1

PGH:

v

TXAZ Trcfmboxano
1n

Figura 1.3. La sintesis del TXAz en las plaquetas. La cPLAz es activada
por el aumento de Ca?* citoplasmatico y por la fosforilacion de los residuos de serina
(Ser’?” y Ser®%). Una vez activada libera el acido araquidénico de la membrana. A
continuacion, el sistema COX-1/Tromboxano sintetasa lo metaboliza hasta producir
TXA2.

1.3. Secuencia de activacién de las plaquetas

En condiciones fisiolégicas normales, las plaquetas circulan
cerca de las células endoteliales de los vasos sanguineos sin unirse,

debido a las propiedades antiadhesivas y antitrombéticas de las

13
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células endoteliales sanas. Estas liberan inhibidores plaquetarios
como el 6xido nitrico (NO) o la prostaciclina (PGlz) que impiden que
las plaquetas se adhieran y se activen®’. Pero cuando se produce un
dafio en la pared del vaso o la rotura de una placa de ateroma, se
inicia una serie de respuestas bioquimicas y celulares que dan lugar

a la activacion de la hemostasia primaria.

En primer lugar, se exponen diferentes compuestos de la
matriz subendotelial, como el colageno y el Factor von Willebrand
(FVW), entre otras proteinas adhesivas (laminina, fibronectina, etc.)
(Figura 1.4). Las plaquetas que se encuentran circulando e inactivas
reconocen estos componentes y se adhieren. Esta adhesion
comienza siendo transitoria y permite que las plaquetas “rueden”
sobre la superficie. Pero esta interaccion es reversible e insuficiente.
Para ser estable se necesitan mas contactos entre la plaqueta y el
endotelio. La union entre el receptor GPIb-IX-V al FVYW y la GPVI al
colageno, permite que las plaquetas se queden unidas al endotelio
dafiado. Este paso facilita que la integrina azB; se active y tenga mas

afinidad por su sustrato, el colageno®e.

alleS (inactivo) alIbB3 (activo)

Colageno

Figura 1.4. Modelo de adhesién de las plaguetas. El FYW y el colageno
expuesto en el endotelio capturan a las plaquetas, las cuales se adhieren y ruedan
sobre el endotelio, facilitando la union de la GPVI al colageno y la activacién de los
mecanismos de transicion de sefiales necesarios para la activacion de las o2p1 y aibfs y
estabilizar la adhesion.

14
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Una vez la plaqueta esta firmemente adherida, se inician
diversos mecanismos de transmision de sefiales que incluyen la
fosforilacion de proteinas®*4°, y se inicia la activacién plaquetaria,
segundo paso en la secuencia de activacion!®. La activacion
realmente empieza cuando el colageno, potente agonista plaquetario,
activa e induce la reaccion de liberacion en las plaquetas, dando
lugar a la generacion de un liberado celular compuesto, entre otras
sustancias, por TXA;, AA, NO y compuestos almacenados en sus
granulos, que se liberan al medio extracelular. Este liberado actla
sobre las propias plaquetas reforzando su activacion, pero también
sobre otras plaquetas circulantes que mediante sus propios
mecanismos de transmision de sefiales, se activan y se reclutan al
sitio de dafio vascular. Paralelamente a la activacion de las plaquetas
se produce la activacion de la Gp awPs, permitiendo la agregacion
plaquetaria mediada por puentes de fibrinbgeno entre plaquetas

contiguas**.

Adicionalmente, el dafio vascular sirve como sefial para el inicio
de la cascada de coagulacion que dara lugar a la formacién de la
trombina®, la cual contribuye a la activacién de nuevas plaquetas y la
formacion de la fibrina, facilitando la consolidacion del trombo (Figura
1.5).

15
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Colageno e
Activacion " Generacién de Trombina
.I:crerp’entos de' Ca Reclutamiento Coagulacién
L! era.cmn de granulos Retraccion
Sintesis de compuestos

1, ADHESION 2. AGREGACION 3, CONSOLIDACION

Figura 1.5. Secuencia de formacion del trombo plaquetario. Las
plaguetas se adhieren a las estructuras subendoteliales expuestas, activandose. Esta
activacion provoca la liberacion de los granulos. El liberado actia sobre las plaquetas,
reclutdndolas al trombo en formacion, y finalmente su consolidacion. (AA: &acido
araquidoénico; NO: éxido nitrico; TXA2: tromboxano Az; 5HT: serotonina).

Finalmente, a través de procesos de reorganizacion del
citoesqueleto se produce la retraccion del codgulo. Por otra parte, la
activacion de los procesos fibrinoliticos impide el crecimiento

descontrolado del trombo.

Sin embargo, debemos tener presentes que este esquema
“clasico” de formacién de un tapédn hemostatico o de un trombo (si el
proceso se descontrola), es una simplificacion de un mecanismo
extremadamente complejo y del que s6lo empezamos a conocer

algunos aspectos.

1.4. Receptores plaquetarios

Las plaquetas poseen un gran numero de receptores en su
membrana, lo que les permite responder a una gran variedad de

agonistas, tanto activadores como inhibidores (Figura 1.6).
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Fibrindgeno

Figura 1.6. Receptores plaquetarios. Receptores del colageno (GPVI y
a2P1), receptor de serotonina (5HT-R), receptores del ADP (P2Y1 y P2Y12), receptor
del ATP (P2X1), receptores de la trombina (PAR-1 y PAR-4), receptor del TXA2
(TXA2-R), receptor del FvW (GPIb/V/IX), receptor del fibrinbgeno (Gp aipfs) y
receptor de la epinefrina (az adrenérgico).

Entre los receptores plaquetarios se pueden encontrardiferentes
tipos de integrinas, proteinas G acopladas a receptores de siete
dominios transmembrana, diversos receptores para el ADP, proteinas
gue pertenecen a la familia de las inmunoglobulinas, etc.’®. Una
manera de clasificar los receptores plaquetarios es dividirlos en dos
grupos principales. Por una parte, los receptores con siete dominios
transmembrana, asociados a proteinas G, que responden a sustancias
solubles como la trombina, el ADP o el TXA, Por otra parte, los
receptores tipo integrina, relacionados con la fosforilacion de proteinas
en tirosina que median en las reacciones de adhesion a proteinas
como fibrinbgeno o colageno. Ademas, existen en la membrana

diversos canales de iones como el del Ca?*, etc.*? (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Activacion de la plagueta mediante la transmisiéon de sefial
a través de sus receptores. Los receptores con siete dominios transmembrana
unidos a proteina G son capaces de provocar la activacion de la fosfolipasa C B
(PLCB) a través de Gq y a la vez inhibir a la adenilato ciclasa (AC) por la Gi lo que se
traduce en incremento de Ca?' y activacion de la proteina cinasa C (PKC), y
reduccion de los niveles de AMP ciclico (AMPc). Los receptores de integrina
provocan el mismo efecto empleando tirosina quinasa (TQ), y activando de la
fosfolipasa C y (PLCy) por fosforilacion.

Aunque hemos avanzado mucho en el conocimiento de los
mecanismos que regulan los complejos sistemas de transmision de
sefiales inducidos por los diferentes receptores plaquetarios, aun
estamos lejos de comprender totalmente estos sistemas, lo que

constituye uno de los objetivos de la presente Tesis Doctoral.

1.4.1. Receptores PAR

Los receptores de siete dominios transmembranas constituyen
la familia de receptores mas abundante en las células eucariotas. En
las plaguetas abundan especialmente diferentes tipos de estos
receptores, pero cabe descatar los PAR (Protease Activated

Receptor)*3, grupo al que pertenece el receptor de la trombina. Estos
Y g
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receptores tienen la capacidad de transformar un proceso proteolitico

del agonista de la parte exterior de la célula en una sefial intracelular®.

Las plaguetas humanas expresan dos receptores para la
trombina, PAR-1 y PAR-4. La activacion de cualquiera de estos dos
es suficiente para producir la secrecién y la agregacion plaquetaria.
La trombina es el mas potente activador de las plaquetas, provoca
cambios de forma**#%, secrecion de granulos, sintesis de TXA,,
movilizacién de P-selectina, exposicion de CD40 a la superficie
celular y activacion de Gp aipBs*®. Los receptores PAR se activan
cuando la trombina se corta por un punto concreto del extremo N-
terminal y se libera un fragmento corto. La aparicion del nuevo extremo
N-terminal permite su unién al receptor y generar una sefial (Figura
1.8). Es interesante que el extremo N-terminal liberado es a su vez un
potente agonista plaquetario, con practicamente la misma potencia
agregante que la trombina, aunque su mecanismo de accién esta poco

estudiado®®.

Es importante conocer como se produce la sefalizacion del
receptor de la trombina. El receptor PAR-1 esta ligado a distintas
proteinas G, las cuales provocan dos respuestas principales. Por una
parte, se produce la inhibicion de la AC a través de Gi. Y por otra parte
se produce la activacién de la PLCB mediada por Gq, lo que conduce a
la generacion de Inositol trifosfato (IPs) y diacil glicerol (DAG) que
provocan el incremento de Ca?* y la activacion de proteina la cinasa C
(PKC)*" (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Mecanismo de activacion del receptor PAR-1 por la
trombina. La trombina al unirse al receptor PAR-1 se corta en dos extremos, el N-t
(naranja oscuro) que se une al receptor y el nuevo extremo N-t (naranja claro) que se
gueda libre. El extremo unido al receptor activa la Gq y Gi causando la inhibicion de la
AC vy la activacion de PLCPB, respectivamente, permitiendo el aumento de Ca?*
intracelular.

1.4.2. Receptores del ADP

El ADP es un importante agonista plaquetario primario, que es
liberado por los granulos densos de las plaguetas cuando éstas se
activan*®®®,  Estos nucleétidos de adenina actlan sobre los
receptores P2, de los cuales se han identificado tres tipos en las
plaguetas, dos para el ADP: P,Y1y P2Y12, y el P2Xy para el ATP, El
receptor P,Y12 estd asociado a Ggiz Y provoca la inhibicién de la AC
mediada por el ADP®%!, ademas de jugar un papel en la activacion de la
Gp aBs®?, en la estabilizaciéon de los agregados por la activacion
fosfatidil inositol 3- cinasa (PI3K)>® y en la potenciacion de la secrecién
plaquetaria®. Por su parte, el receptor P,Y; es capaz de producir el
cambio de forma de las plaquetas, por una via que implica la

activacion de PLC asociada a GqqY la posterior liberacion de Ca?'. La
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coactivacion de Gqy Gja través de P2Y:1y P2Y1o, respectivamente, es
necesaria para obtener una agregacion irreversible al ADP%? (Figura
1.9).

- l‘. X \‘ “' POOOC ) ! l‘ “ 1 v“ {
= W UJ] Lo
Agregacion Aumento m Cambio
irreversible secrecion forma

Ca2*

Agregacion
reversible

Figura 1.9. Receptores para el ADP y su implicacién en la reactividad
plaquetaria. La plaqueta posee un receptor para el ATP (P2X1) que funciona como un
canal de Ca?*, y dos receptores para el ADP (P2Y1y P2Y12). La activacion de P.Y1 es
capaz de producir una agregacion parcial y reversible, siendo necesaria la activacion
simultdnea de P:Y12 para convertir esta agregacion en irreversible, sin embargo, la
activacion exclusiva de P2Y12no es capaz de producir agregacion plaquetaria.

También se ha demostrado la existencia de un tercer receptor
unido a un canal de iones, el receptor P2X;%, responsable de la rapida
entrada de Ca?*, cuando es activado por el ATP%, y participando en el

cambio de forma plaquetar.

1.4.3. Receptores tipo integrinas

Las integrinas son los receptores de adhesion y sefializacion
mas abundantes en cualquier tipo celular®’. La principal caracteristica

de estos receptores es su capacidad de actuar bidireccionalmente,
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sefalizando desde el interior hacia el exterior de la célula y desde el

exterior hacia el interior celular.

Cuando las plaguetas estdn en reposo, algunas integrinas
muestran una conformacion inactiva, con la que no se unen a su
sustrato. Requieren de un proceso de activacion para poder ser
funcionales que se inicia por diferentes mecanismos intracelulares,
proceso que se conoce como sefializacién dentro-fuera. Una vez
activadas, las integrinas son capaces de unirse a su ligando y generar
otra sefial que refuerza la activacion plagquetaria, mediante el proceso

de sefalizaciéon fuera-dentro.

La integrina méas estudiada es la Gp aPs, al expresarse
Unicamente en plaquetas. Esta formada por dos subunidades
glicoproteicas la llla y la llb, las cuales presentan varios sitios de union
a su sustrato. La Gp aipBs es esencial para la agregacion plaquetaria al

formar puentes de fibrinbgeno entre plaquetas®® (Figura 1.10).

En las plaguetas en reposo, la Gp apBs presenta una
configuracién inactiva, pero el estimulo de un agonista plaquetario
activa los mecanismos de transmision de sefiales conocidos como
sefalizacion dentro-fuera que conducen al cambio y activacion de la
Gp aipPs, permitiendo su unién al fibrinbgeno®. Esta uniéon permite la
agregacion plaquetaria y a su vez amplifica la estimulacién en el

proceso de sefializacion fuera-dentro*?.
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Figura 1.10. Estructura de la Gp aunfs. Este receptor esta formado por dos
cadenas glicoproteinas, llla (83) y lIb (aup). Cada una de ellas presenta distintos puntos
de union al fibrinégeno y una zona de unién del Ca?*. Sitios claves para la funcién de la
integrina.

1.4.4. Receptores del colageno

Como ya se ha comentado, el colageno subendotelial es una
molécula clave en la activacion plaquetaria. Hay tres receptores
implicados en la respuesta plaquetaria al colageno: el complejo
GPIb-1X-V, el cual se une al colageno via FvW, la a1 y la GPVI, las

cuales se unen directamente al colageno®.

De todos los receptores del colageno cabe destacar a la GPVI,
al ser clave en la adhesion plaquetaria al endotelio. La GPVI es una
proteina transmembrana que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas con dos dominios extracelulares (Figura 1.11). La
GPVI se asocia de forma no covalente con el complejo FcRy, necesario
para la sefalizacion. La activacion de este receptor requiere de un
paso muy importante como es la fosforilacion del dominio ITAM
(imunoreceptor tyrosine-based activation motif), que se encuentra en el

dominio citoplasmatico. La fosforilacion por las tirosinas cinasas Fyn y
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Lyn, producen el reclutamiento y activacién de la tirosina cinasa Syk

necesaria para iniciar los mecanismos de transmision de sefiales®:.

Figura 1.11. Activacion de la GPVI. La unién del colageno al complejo
GPVI-FcRy produce la fosforilacion de su dominio ITAM por las tirosinas cinasa Fyn y
Lyn, y el reclutamiento y activacion de la tirosina cinasa Syk. Activandose la transmision
de sefiales.

1.5. Modificaciones postraduccionales de las proteinas:

acetilacion

Al carecer de nudcleo y por tanto, de la capacidad de sintetizar
proteinas de novo (aunque en los Ultimos afios se esta poniendo en
cuestion este dogma®?), las plaquetas han sido tradicionalmente
empleadas como modelo para el estudio de las modificaciones
postraduccionales o de los mecanismos de transmision de sefiales,
entre otros. Ademas, la plagueta presenta la ventaja frente a otros
tipos celulares de tener la capacidad de responder de manera muy
rapida a un estimulo, tanto activador como inhibidor, y por lo tanto es
relativamente facil y rdpido determinar las distintas respuestas

funcionales, como la agregacion plaquetaria, la liberacion de
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granulos, la sintesis de compuestos, los procesos adhesivos, etc., asi

como los mecanismos de transmision de sefiales que los regulan.

Uno de los mecanismos de transmision de sefiales mas
importantes y estudiados son las modificaciones postraduccionales
de proteinas. Las proteinas, tanto las plaquetarias como las de
cualquier tipo celular pueden sufrir diversas modificaciones
postraduccionales, que pueden alterar su funcion. Estas
modificaciones pueden ser de naturaleza muy variada: oxidaciones,
glicosilaciones, protedlisis, unién de moléculas lipidicas, unién
covalente de proteinas pequefias como la ubiquitina, fosforilaciones,
metilaciones, acetilaciones, etc. Las distintas modificaciones
postraduccionales que pueden sufrir las proteinas potencialmente
podrian dan lugar a mas de un millén de variantes diferentes, frente a
los aproximadamente 20.000 genes codificantes de proteinas que
encontramos en el genoma humano. Esta interaccion entre genotipo
y fenotipo, reflejada en las distintas modificaciones postraduccionales
que puede sufrir una proteina, supone un prometedor campo de

estudio como se vera en esta Tesis.

Probablemente  entre las  distintas modificaciones
postraduccionales, una de las mas estudiadas en las plaquetas y con
mas implicaciones funcionales es la fosforilacion de proteinas, tanto
en residuos Tyr como Ser/Thr, asi como las distintas enzimas

(cinasas y fosfatasas) que regulan estos procesos®¢:3940,

Una de las modificaciones de proteinas que ha recibido més
atencion en los ultimos afios es la acetilacion. Sin embargo, hasta
hace poco, este tipo de modificacion habia recibido poca atencion

con respecto a las plaguetas (excepto en lo referente al

25



1. Introducciéon

megacariocito®®), ya que parecia afectar especificamente a histonas,
y por tanto poco relacionado con la funcién plaguetaria. Como
veremos mas adelante, y de forma muy reciente, el campo de la
acetilacion como maoadificacion postraduccional de proteinas ha
crecido exponencialmente, y su estudio va a constituir uno de los

objetivos principales de esta Tesis Doctoral.

1.5.1. Acetilacién de histonas

Las histonas suelen estar cargadas positivamente debido a
los grupos amino presentes en los residuos de lisina (Lys) y arginina.
Estas cargas positivas afianzan la interacciébn con las cargas
negativas de los grupos fosfato del esqueleto carbonado del ADN,
permitiendo de esta forma la compactacion. La acetilacion de los
grupos amino de las Lys neutraliza las cargas positivas de las
histonas, impidiendo la capacidad de las histonas para unirse al
ADN. Esta disminucion de la afinidad favorece una conformacion
“abierta” de la cromatina y facilita la expresién genética de esa region
cromosémica, permitiendo el acceso a la misma de los factores de

transcripcion®.

Por su parte, las histonas deacetilasas (HDAC) eliminan los
grupos acetilo, incrementando la carga positiva de las histonas y por
tanto la afinidad de éstas al ADN. Este incremento de la unién
condensa la estructura del ADN e impide la expresion génica. Este
proceso se ha observado en la formacion de nuevas plaquetas a
partir del megacariocito, lo que podria explicar la trombocitopenia
asociada a algunos tratamientos reguladores de la acetilacion de

histonas en distintos tipos de cancer®.
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1.5.2. Acetilaciéon de proteinas no histonas

No es hasta el afio 2010 cuando se describi6 que la
acetilacion era la modificaciébn postraduccional mas comdn en los
eucariotas y ademas altamente conservada en el arbol evolutivo®®.
Este hecho es indicativo de la existencia de una alta presién selectiva
para mantener esta modificacion postraduccional®’. La acetilacién es
un proceso de modificacion postraduccional reversible y altamente
regulado que provoca un cambio que puede alterar la funcién de la
proteina. Esta tiene lugar en distintos aminoéacidos, pero cabe
destacar de entre todos ellos la acetilacion de la Lys®®. Las
enzimas responsables de la adiccion o eliminacién del grupo acetilo
en las proteinas dianas, se conocen como las histonas Acetil
transferasas (HAT) y las histonas deacetilasas (HDAC)™.

Las modificaciones postraduccionales como la acetilacion
pueden tener lugar tanto por mecanismos enzimaticos como no
enzimaticos. Por ejemplo, en el campo de la enfermedad
cardiovascular, la acetilacion mas estudiada es, sin lugar a duda, la
inducida por el tratamiento con AAS sobre la COX-1 en las
plaguetas’>’2, EI AAS acetila a una serina (Ser*?®) y provoca la
inhibicién irreversible de la sintesis de TXA; al bloquear el acceso al
centro activo de su substrato, el AA (Figura 1.12)". Por tanto, la
acetilacion de la COX-1 por el AAS es una modificacién

postraduccional inducida por un mecanismo no enzimatico™.
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Figura 1.12. Inhibicion de la COX-1 por el AAS. La acetilacion de una
serina que se encuentra en el centro activo de la COX-1 provoca la inhibicion
irreversible de la sintesis del TXAz al impedir el acceso del AA.

En la dltima década, el conocimiento sobre las modificaciones
postraduccionales relacionadas con la acetilacién de proteinas ha
crecido de manera exponencial. No solo se han observado estas
modificaciones en las histonas, sino que también en factores de la
transcripcién, en enzimas que regulan el metabolismo e incluso en
proteinas que participan en la transmisién de sefiales. Por ello, la
acetilacion de las Lys se ha convertido en un importante rival de la
fosforilacion en cuando a la modificacion postraduccional de

proteinas’™.

En un estudio germinal realizado por Choudhary et al.®®, en el
que se empled un enfoque protedmico, se identificaron mas de 3.500
puntos de acetilacion en aproximadamente 1.700 proteinas distintas
procedentes de hepatocitos. Este hecho ha dado lugar a la aparicion
de un nuevo concepto, el de “acetiloma” de la célula, de forma que la
acetilacion de proteinas podria llegar a tener una importancia y
complejidad semejante a la fosforilacion de proteinas y sus

implicaciones en la funcionalidad celular’™ 76,
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Ademads, debido al reciente descubrimiento de que en muchas
proteinas los puntos de fosforilacién y las Lys susceptibles de ser
acetiladas se encuentran préximos, se ha sugerido que puede existir
algun tipo de cooperacion o interferencia entre estas dos vias de
transmision de sefiales™. Hoy en dia, ya se han identificado mas de
4.000 sitios de fosforilacion que podrian estar influenciados por la
acetilacion de una Lys cercana. Un ejemplo lo encontramos en la
histona H3, se ha descrito la existencia de una interferencia positiva
entre la acetilacion de la Lys* y la fosforilacion de la Ser',

aminoacidos cercanos’’.

Uno de los campos donde mas se ha estudiado la acetilacion
de las proteinas no histonas es en el metabolismo intermedio’. Se
ha descubierto en células hepaticas humanas, que muchas de las
enzimas que participan en el metabolismo pueden estar modificadas
por la acetilacion, incluyendo enzimas que participan en distintas
rutas como la glucdlisis, la gluconeogénesis, el ciclo del Krebs, el
ciclo de la urea, el metabolismo de los acidos grasos, el metabolismo

del glucégeno, etc.”.

El citoesqueleto es otra familia de proteinas no histonas que
se encuentran modificadas por la acetilacion. Las proteinas del
citoesqueleto despefian un papel importante en distintos procesos
celulares como el mantenimiento de la forma celular, el transporte
intercelular, la division celular, la movilidad, etc. Un ejemplo de la
importancia de la acetilacion en el citoesqueleto se da en la
cortactina. Esta se puede acetilar por p300 en nueve sitios distintos e
inhibir asi su unién a la actina, lo que provoca un efecto directo sobre
la movilidad celular. Este proceso es revertido por la deacetilacion de

la cortactina por las deacetilasas SIRT1 o HDACG6®®.
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1.5.3. Regulacion de la acetilacion de proteinas y clasificacion

de las acetilasas y deacetilasas

El nivel de acetilacion de los residuos de Lys en las proteinas
estd determinado por el equilibrio entre las enzimas que afaden
grupos acetilos, las HAT y las que los eliminan, las enzimas con
actividad deacetilasa, las HDAC?. La acetilacion de la Lys neutraliza
la carga positiva de este aminoécido, alterando la funcién de la
proteina. El grupo acetilo procede del acetil Coenzima A (acetil-
CoA)%, molécula clave en el metabolismo, lo que podria justificar el
papel que parece jugar la acetilacion de proteinas en la regulacion
del metabolismo.

Con respeto a las HAT, éstas se pueden clasificar de diversas
maneras segun su localizacién subcelular. Estan las de clase A
nucleares, que son las encargadas de transferir el grupo acetilo del
acetil-CoA al e-NH de la cola N terminal de las histonas. Y las de
clase B citoplasmaticas que también utilizan el acetil-CoA como
dador del grupo para acetilar al e-NH- de la Lys de diversas proteinas
citoplasmaticas’™ (Tabla 1.2). Las HAT también se pueden clasificar
segun su sustrato, agrupandose en tres grandes familias: la familia
GNAT, la familiar MYST vy la familia p300/CBP (proteina de union
CREB)%6:81,

Tabla 1.2. Clasificacion de las HAT

HAT
Clases Localizacion
Tipo A Ndcleo
Tipo B Citoplasma
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Por otro lado, las HDAC se pueden agrupar en dos familias
dependiendo del mecanismo de catdlisis®. Las HDAC clasicas,
dependientes de zinc (Zn?") como cofactor, que incluyen a las clases
I, 'y IV. Y las sirtuinas o Clase lll, dependientes del cofactor
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*)8. De nuevo una molécula
central en el metabolismo como es el NAD* aparece como clave para
la regulacion de las HDAC (Figura 1.13). Tanto las HDAC como las
sSirtuinas son capaces de participar activamente en la regulacion del
metabolismo y el control de la energia celular, a través del acetil-CoA
y del estado redox, con el NAD*®4,

Znst U NAD*
- Clisi Histonas
bil=h deacetilasas

(HDAC)

g LI"'SII_ILL I [ | sl [ [

Histonas acetil
transferasas

(HAT)

Figura 1.13. Clasificacion de las histonas deacetilasas. Las histonas
deacetilasas (HDAC) se clasifican en dos familias: las clasicas dependientes de Zn?*
y las sirtuinas dependientes del cofactor NAD*. La molécula dadora del grupo acetilo
es el acetil-CoA.

En los seres humanos se ha demostrado, de momento, la
presencia de 18 enzimas deacetilasas: las histonas deacetilasas de
la HDAC1 a la HDACL11 y las sirtuinas (SIRT) de la SIRT1 a la
SIRT7%. Todas ellas son responsables de la eliminaciéon de los
grupos acetilo, manteniendo de esta forma el equilibrio en el nivel de

acetilacion de las distintas proteinas. La mayoria de las HDAC
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clasicas, a excepcion de las HDAC6, 10 y 11, se encuentran
localizadas en el nlcleo. Por el contrario, las sirtuinas se encuentran
ampliamente representadas en el citoplasma, como la SIRT1 y
SIRT2, y en las mitocondrias, como la SIRT3 y SIRT5, lo que sugiere
un papel mas alla del control de la acetilacion de las histonas®®
(Tabla 1.3).

Para poder diferenciar las HDAC clasicas de las sirtuinas se
utilizan distintos inhibidores de su actividad deacetilasa, como el
inhibidor de las HDAC el trichostatin A (TSA), capaz de inhibir todas
las HDAC®, excepto las sirtuinas. En cambio, éstas Ultimas se
inhiben en presencia de nicotinamida (NAM), que bloquea la union
del cofactor NAD*, o por medio de diversos inhibidores especificos
como el cambinol (CAM)Z,

Tabla 1.3. Clasificacion de las HDAC

HDAC
Clases  Miembros Localizacion
HDAC1 Nucleo _
HDAC? Nucleo Clase ~ Miembros  Localizacion
HDAC3 Nicleo SIRTH Nicleo /
- : Citoplasma
HDAC4 | Nucleo/Citoplasma -
SIRT2 Citoplasma
HDAC5 | Nucleo/Citoplasma Niicleo /
1A SR Mitocondri
Nucleo/Citoplasma ocondria
FDACT | ™ Mjitacondi i Nicleo /
tocondna (Sirtuinas) |  SIRT4 Tucleo /
Mitocondria
HDAC9 | Nucleo/Citoplasma -
. SIRT5 Nucleo /
B HDAC6 Citoplasma Mitocondria
HDAC10 Citoplasma SIRT6 Nucleo
v HDAC11 Citoplasma SIRT7 Ncleo
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1.5.4. Procesos celulares regulados por la acetilacién

La acetilacibn es una modificacion postraduccional que
participa en diversos procesos celulares. Como hemos visto, el mas
conocida es la acetilacion de histonas, por estar estrechamente
relacionado con la expresion génica®. Por otro lado, hay evidencias
de la participacién de la acetilacion en otros procesos nucleares
como el ciclo celular, la remodelacion de la cromatina, la replicacion y
transcripcion del ADN e incluso en el transporte nuclear. También
existen estudios en los que la acetilacion participa en procesos
citoplasméticos, como es la reorganizacién del citoesqueleto y la
movilidad celular®®. Se sabe que el estado dindmico de acetilacién o
deacetilacion de las proteinas estd intimamente relacionado con el
envejecimiento y con distintas enfermedades como el céancer,
enfermedades cardiovasculares, enfermedades neurodegenerativas,
etc.’. Sin embargo, y con la excepcién de la acetilacion no
enzimatica de la COX-1 por el ASA, nada se sabe del papel jugado
por la acetilacion de proteinas en la regulacion de la funcién
plaguetaria, lo que constituye el principal objetivo de la presente

Tesis.

1.6. Factores transcripcionales en las plaquetas

Como ya se ha comentado, una de las principales
caracteristicas de la plaqueta es que no poseen nucleo, por ello
tradicionalmente se les ha considerado incapaces de realizar
expresion génica regulada por factores transcripcionales, ni sintetizar
algln tipo de proteina. Pero en la década de los 60, Warshaw et al.?’

realizaron un estudio en el que demostraron la capacidad de las

33



1. Introducciéon

plaguetas de sintetizar algunas proteinas de novo. En el estudio se
utilizé el amino&cido leucina marcado con carbono 14 ([**C]leucina),
y se observé que conforme se oxidaba la glucosa, las plaquetas
incorporaban este aminoacido marcado. Mediante la utilizacion de un
inhibidor de la sintesis proteica, como es la puromicina, se comprobd6
que la incorporacion del aminoacido marcado se reducia. Esta
observacion fue el primer indicio de que las plaquetas podian

sintetizar proteinas.

Al poco tiempo, aparecieron nuevos trabajos en los que se
demostraba que la plaqueta poseia ARNm estable y que a partir de
éste se sintetizaban nuevas proteinas®. Actualmente, ya se sabe
gue las plaquetas contienen los mecanismos necesarios para
procesar y traducir su propio transcriptoma a proteinas. En el caso de
la plaqueta son mas de 6.000 transcritos®, de los cuales sélo una
pequefia fraccién se ha demostrado que puede traducirse a proteina,

aungue la lista crece cada dia.

Recientemente se descubrio la presencia de diversos factores
de transcripcion en la plaqueta (Tabla 1.4), lo cual resulta
sorprendente si la plagueta no tiene actividad transcripcional®. En un
primer momento se pensé que la presencia de factores de
transcripcién en las plaquetas era debido al azar, es decir, cuando
los megacariocitos forman plaquetas nuevas arrastran con ellas parte
de su contenido y con ello a los factores. Pero pensar que este
proceso es debido simplemente al azar es un argumento “simple”,
¢por qué las plaquetas gastarian energia en transportar una proteina

gue no tuviera ninguna funcién?
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Actualmente se sabe que factores de la transcripcién de las
plaguetas juegan papeles muy importantes y relevantes en la
regulacion de la funcién plaquetaria®. Pero no solo eso, diversos
estudios han demostrado que las plaguetas son capaces de transferir
sus factores de transcripcion a las células vasculares o
inmunoldgicas, a través de las microparticulas®. Este método de
comunicacion puede ser un mecanismo muy importante, ya que los
factores de transcripcion de las plaquetas podrian, de esta forma,
participar en la regulacion de la inflamacion y la inmunidad,

controlando la expresion génica en otros tipos celulares.

Tabla 1.4. Factores de transcripcion en las plaquetas

p65 RXR,
PPAR, GR
PPAR; AHR

LXRg STAT3

1.6.1. STAT3

El factor de transcripcion STAT (signal transducer and
activator of transcription) es la primera familia de proteinas que se ha
identificado como factor de transcripcion con funciones relevantes en
la funcién plaquetaria®, independientes de su papel como factor de

transcripcion.

Los factores de transcripcion STAT son una familia de
proteinas estructural y funcionalmente muy conservada. Todas
conservan diversos dominios comunes. Empezando por la regién

amino terminal, se encuentra en primer lugar el dominio N-terminal
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(NTD), seguido del dominio “colied-coil” (CCD), el dominio de unién
al ADN (DBD), el dominio de unién (LINKER) y el dominio SH2. La
especificidad de cada STAT se encuentra en la regién carboxilo
terminal, en el dominio de activacion transcripcional (TAD), sitio de
acetilacion®®. El dominio mas conservado es el SH2 que tiene un
importante papel en la sefalizacion al fosforilarse de manera

especifica (Figura 1.14).

LINKER
Figura 1.14. Estructura del STAT y sus dominios mas importantes. Los
dominios mas importantes son: NTD, dominio N terminal; el CCD, dominio “coiled
coil”’; el DBD, sitio de union al ADN; el dominio de union LINKER y el dominio SH2,

sitio de fosforilacién. Por el extremo carboxilo terminal se encuentra el dominio de
actividad transcripcional TAD, sitio de acetilacion.

Esta familia STAT esta formada por siete proteinas estructural
y funcionalmente relacionadas: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATS5a/b y STAT6. Se ha descrito que los diferentes miembros de la
familia STAT pueden tener funciones muy diversas como la
regulacion de la expresion de genes relacionados con la homeostasis
celular, el crecimiento, la diferenciacion, la apoptosis y la respuesta
inmune®. Las STAT se regulan por diversas modificaciones
postraduccionales, las cuales se producen a los pocos minutos de la

estimulacién, y se eliminan rapidamente por enzimas®.

Una de las modificaciones postraduccionales mas importantes
de las STAT, es la fosforilacion en sus residuos de Tyr y Ser del
domino SH2. Esta modificacion se relaciona con la activacion
transcripcional de la proteina. Tradicionalmente, se ha considerado

que STAT es activo cuando se fosforila y homodimeriza, de esta
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manera es capaz de trasladarse al nacleo y actuar como factor de

transcripcion®.

Un ejemplo de esta funcién la encontramos con el STAT3y su
papel en los megacariocitos. Diversas citoquinas como la
trombopoyetina (TPO) se unen a su receptor en el megacariocito el
(c-Mlp), provocando la activacion de la cinasa Janus (JAK), la cual
induce la activacion de STAT3 mediante la fosforilacion del dominio
SH2. La fosforilacion favorece el cambio conformacional y permite la
dimerizacién de STATS3, asi es capaz de translocarse al nucleo y
regular la transcripcién de genes implicados en la producciéon de

nuevas plaquetas®.

Durante el proceso de formacién de las plagquetas, éstas
arrastran consigo parte de la maquinaria de su progenitora, entre
otras cosas los factores de transcripcién, como ya se ha comentado.
Se ha descrito la presencia de diversas STAT en plaquetas
circulantes, como son: STAT1, STAT2, STAT3 y STAT5%. EIl primer
indicio de que los factores de transcripcion eran importantes en las
plaguetas maduras se descubri6 al tratar las plaquetas con TPO. El
TPO no es capaz de producir agregaciéon plaquetaria directa, pero si
que puede actuar como primer, potenciando la agregacion
plaguetaria de otros agonistas como la epinefrina®. Este estimulo
produce la fosforilacién de diversos factores transcripcionales como
STAT3 y STAT5%. Este hecho indica la implicacién de los factores de
transcripcioén en los mecanismos de transmision de sefiales inducidos
por el TPO en las plaquetas. Posteriormente, usando la técnica de
inmunodeteccion de proteinas fosforiladas se observé que la Leptina,
un factor de crecimiento, potencia la agregacion plaquetaria al ADP y

la sintesis de TXA,. Pero no solo eso, también es capaz de producir
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fosforilacion de diversas proteinas plaquetarias como JAK2 vy
STAT3%. Estos descubrimientos indican la importancia de los

factores de transcripcion en las plaquetas.

Recientemente, se ha investigado el papel de STAT3 en las
plaguetas. EI STAT3 participa en el mecanismo de transmision de
sefales a través del receptor del colageno, la GPVI®®. La unién del
coldgeno a su receptor provoca la fosforilacién y activacion de la
tirosina cinasa Syk (Syk). A su vez, ésta es capaz de fosforilar
STAT3 facilitando su dimerizacion y activacion. STAT3 activado,
acta como punto de union con la PLCy2, es decir, la fosforila y la
activa, facilitando la activacion plaquetaria (Figura 1.15).

Figura 1.15. La fosforilacién de STAT3 esta mediada por el colageno
en las plaquetas. El colageno se une a su receptor el GPVI e induce la fosforilacién
y activacién de la cinasa Syk. Esta a su vez fosforila a STAT3 facilitando su
dimerizacion y activacion. STAT3 fosforilada es capaz de activar a la PLCy2 y
facilitar la activacion plaquetaria.

Estos resultados son indicativos de que los factores de
transcripcion en las plaquetas tienen una funcion, es decir participan
activamente en los mecanismos de transmision de sefales
implicados en la funcionalidad plaquetaria. Por ello, profundizar en

los mecanismos regulados por STAT3 en los mecanismos de
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transmisién de sefiales en las plaquetas es uno de los principales

objetivos de esta Tesis.

Sin embargo, han surgido evidencias que revelan que la
fosforilacion de las STAT y su actividad pueden estar desacopladas.
Esta alteracion se debe al efecto de otras modificaciones
postraduccionales como la acetilaciéon®. Se conoce que existe una
asociacion entre las proteinas STAT y las HAT. Esta unién incluye a
enzimas como las acetiltransferasas: p300/CBP, GCN5 vy
P/CAF00.101 | os siete miembros de la familia STAT son capaces de
unirse a p300/CBP por su extremo carboxilo terminal, a pesar de ser

el dominio menos conservadol®,

En los miocitos, células cardiacas, se ha observado que
STAT3 se acetila en respuesta a varias citoquinas, provocando la
acetilacion de varias Lys de la region carboxilo terminal y del TAD.
Parece ser que la acetilacion de STAT3 se relaciona
mayoritariamente, aunque no exclusivamente, con una regulacion
positiva de su actividad. Ademas, la acetilacién de STAT3 incrementa
su estabilidad!®®. El principal sito de acetilacion de STAT3 se
encuentra en la Lys®® localizada en el dominio TAD de la regién
carboxilo terminal, sitio de unién de las HAT. La acetilacion de
STATS3 en la Lys®® es necesaria para su dimerizacion, translocacion
al nacleo y asi poder unirse al ADN para realizar su actividad
transcripcional. Esta modificacibn es tan importante como la
fosforilacion de la Tyr’®, ambas regulan la actividad de STAT3.
Existen evidencias de que la acetilacion de STAT3 se asocia con un
aumento de la fosforilacion del factor, siendo ambas las
modificaciones postraduccionales que regulan la actividad de
STAT310?,
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Por ello, uno de los objetivos de esta Tesis es estudiar las
modificaciones postraduccionales que puede tener el factor de
transcripciébn STAT3 en las plaquetas, y conocer las implicaciones de

estas modificaciones en la funcién plaquetaria.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
HIPOTESIS:

La activacién plaquetaria en respuesta a diferentes estimulos
es un proceso complejo en el que patrticipan diversos mecanismos de
transmisién de sefiales. Muchos de estos mecanismos son muy

complejos, y algunos no completamente comprendidos.

Las modificaciones postraduccionales de las proteinas
(fosforilaciones, glicosilaciones, ubiquitinizaciones, etc.) son uno de
los procesos mas importantes en los mecanismos de transmision de
sefiales en distintas células, incluyendo las plaquetas.
Recientemente se ha empezado a poner de manifiesto el papel
jugado por la acetilacion de proteinas no histonas como mecanismo
de transmisién de sefales. Sin embargo, no se tiene conocimiento
sobre la existencia de procesos enzimaticos de la
acetilacion/deacetilacion de proteinas no histonas en las plaquetas o
sus implicaciones funcionales. En la presente Tesis Doctoral
hipotetizamos, en primer lugar, que la regulacion de la acetilacién de
proteinas plaquetarias constituye un nuevo mecanismo de
transmisiéon de sefiales implicado en la regulacién de la funcion

plaguetaria.

La presencia de factores de transcripcibn en una célula
anucleada como la plaqueta, es un hecho inesperado que ha dado
lugar a la aparicion de muchas especulaciones sobre su papel en las
respuestas de las plaquetas. Se ha sugerido que STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3) puede estar ligado a la
transmision de sefiales a través del receptor del colageno GPVI. Sin

embargo, estos estudios no han tenido en cuenta la importante via
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de amplificacion de sefales que constituye la sintesis de TXA2 por
las plaquetas. Hipotetizamos, en segundo lugar, que STAT3 esta

implicado en las vias de sefializacion plaquetaria inducidas por TXA:.

OBJETIVOS:

1. Estudiar la presencia de proteinas acetiladas (acetiloma) en
plaguetas humanas. Se pretende estudiar el patron de proteinas
acetiladas en plaquetas en reposo, el efecto sobre el acetiloma de la
activacion plaquetaria inducida por diversos agonistas fisiolégicos y
las posibles modificaciones por la utilizacion de distintos inhibidores
de las HDAC clésicas o de las sirtuinas.

1.1. Estudiar la regulaciéon de la acetilacion de la a-
tubulina en plaguetas. Se estudiara el efecto de la activaciéon
plaquetaria sobre la acetilacién/deacetilacion de la a-tubulina,
y la importancia de este mecanismo sobre la funcion

plagquetaria.

2. Estudiar la posible implicacién de la acetilacion/deacetilacién
de proteinas en distintas respuestas plaquetarias. Se emplearan
inhibidores especificos de los distintos tipos de HDAC clasicas y
sirtuinas, para estudiar el efecto sobre diversas respuestas
plaquetarias: agregacion plaquetaria, liberacion de granulos densos,
movimientos de Ca?" y los mecanismos de transmisiéon de sefiales

implicados.

2.1. Estudiar la presencia de distintas deacetilasas (HDAC

clasicas y sirtuinas) en las plaquetas.
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3. Explorar los mecanismos de transmision de sefiales
regulados por procesos de acetilacién/deacetilacion de

proteinas.

4. Analizar la acetilacién de proteinas plaguetarias por el AAS.
Mediante la utilizacion del AAS como agente acetilante se estudiara
la posible acetilacién de otros substratos diferentes de la COX-1,
especialmente de la a-tubulina, y sus posibles implicaciones

funcionales.

5. Estudiar la participacién de STAT3 en la transmision de
sefales inducida por el TXA,. Especificamente se profundizara en
las distintas modificaciones postraduccionales del factor de
transcripcion STAT3 y su participacion en los distintos mecanismos
de transmision de sefiales implicados en la respuesta plaquetaria a
diferentes agonistas.

45



46



3. MATERIAL Y METODOS

47



48



3. Material y Métodos

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Equipos

Agregémetro y Lumi-agregdbmetro de doble canal Modelo 700
(Chrono-log Corp, Pa, EEUU) y programa AGGRO/LINK™8 Version
1.2.9 (BioTop Medical Leiden, Holanda).

Centrifuga Eppendorf 5417R, centrifuga Eppendorf 5810R;
minispin plus (Brinkman Instruments, NY, EEUU).

Contador de centelleo liquido gamma (Packard, Auto-Gamma
Scintillation Spectrometer 530, EEUU); contador de centelleo LKB
(LKB, Rackbetta, Filandia).

Bafio de agua termostatizado (lzasa, Valencia, Espafa); bafio
seco Accublock Digital Dry Batth (Labnet Internatiol, Inc, EEUU).

Contador de células Beckman Coulter Ac.T diff (Beckman
Coulter Co., Madrid, Espaia).

pH-metro (Crison Instruments, Barcelona, Espafia).

Balanza Sartorius BA 1105 (Sartorius-Instruments Ltd., Surrey,
EEUU).

Cubeta de electroforesis (geles 14x14 cm) (CBS, CA, EEUU);
cubeta de electroforesis y sistema de transferencia (geles 8x8 cm)

(Invitrogen, Paysley, RU).

Sistema de transferencia sumergido y sistema de transferencia

semi-seco (Invitrogen, Paysley, RU).

Procesador de peliculas (Curix60 AGFA Heathcare, Alemania);
sistema de imagen molecular automatico Amersham Imagen 600

(Healthcare Life Science, Alemania).
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Lector de placas de absorbancia MRX'™ Revelation (Thermo
Labsystems, EEUU).

Espectrofluorofotometro RF-1501 (Shimazdu, Kyoto, Japdn).

Microscopio confocal (Leica Microsystems, Mannheim,

Alemania).

Citometro de flujo XL-MCL con el programa System 1l (3.0)
(Beckman Coulter, Madrid, Espafia).

LightCycler® DNA Master SYBR Green | (Roche Ciencias
Aplicadas, Barcelona, Espafia).

Ordenador Asus con Microsoft Office 2010 y programa de
estadistica SPSS 20.0.

3.2. Material

Barras agitadoras magnéticas cubiertas de teflon y cubetas de
agregacion plaquetaria de vidrio siliconadas (Chronolog Co., PA,
EEUU) y cubetas de cuarzo,

Micro-jeringas Hamilton (Hamilton, NV, EEUU), pipetas Pasteur
automaticas y puntas desechables Gilson (Gilson Medical Electronics,

Francia).

Ssistema vacutainer de extraccion de sangre (Becton Dickison
and Company, NY, EEUU) y tubos de sangre Vacuette de citrato de
sodio 3.2% (Greiner Bio-One, Madrid, Espafia).

Filtros Millipore de 45y 22 ym Durapore (Millipore-Waters, MA,
EEUU).
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Tubos desechables de polipropileno de varios tamafos

(Eurotubo, Deltalab, Afora, Espafia).

3.3. Reactivos
3.3.1. Inductores de la activacion plaquetaria

La trombina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) se prepara como
solucién stock a una concentracion de 100 Unidades NIH/mL, con
suero fisiolégico como solvente. La solucién stock se conserva a -80°C

hasta su utilizacion.

La suspensién comercial de colageno fibrilar Hormon-Chemie
(Nycomed, Alemania) se diluye al principio del experimento para
obtener la concentracion apropiada, utilizando como solvente la
solucién SKF proporcionada por la firma comercial. Esta consiste en
una solucién glucosada a pH 2,5. La solucién stock se conserva a 4°C

hasta su utilizacién en el mismo dia.

Los analogos estables del TXA;, el U46619 (9,11-Dideoxy-
11a,9a-epoxymethano-prostaglandin - F»,)  (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia) y el IBOP ([1S-(1 alpha,2 beta(52),3 alpha(1E,3R),4 alpha)]-
7-[3- (3-hydroxy- 4- (4'-iodophenoxy) — 1 - butenyl)-7-oxabicyclo-[ 2 .
2 . 1 Jheptan-2-yl]-5-h eptenoic acid) (Cayman Chemicals, EEUU), se
preparan como solucion stock en etanol absoluto, y se conservan a
-80°C hasta su utilizacion. El U46619 y el IBOP se diluyen hasta la

concentracion de trabajo con suero fisiolégico.

El ADP (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) se prepara a una

concentracion stock de 240 uM disolviendo el producto en tampén PBS
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(13 mM Na,HPO4-12H,0, 2 mM KH,PO,, 150 mM NaCl, pH 7,4). Se

mantiene en pequefias alicuotas a -20°C.

El iono6foro de calcio A23187 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia),
molécula que incrementa el Ca?* intracelular. Se prepara como solucién
stock en etanol absoluto, y se conserva a -80°C hasta su utilizacién. El
ionéforo o su solvente se afiade en pequefios volimenes (<0,1%) a las

muestras para evitar la alteracion de las células.

Romiplostin, analogo del TPO (Romiplostin, Amge Europe,
Breda, Holanda), se disuelve con suero fisiolégico a la concentracion
deseada.

3.3.2. Moduladores de la respuesta plaguetaria

La apirasa (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), enzima encargada
de eliminar ADP y ATP liberado por las plaquetas. Y la prostaciclina
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), molécula lipidica que aumenta el
AMPc e inhibe la funcién plaquetaria. Son inhibidores utilizados en el
lavado de plaquetas para evitar su agregacion durante el proceso. Se

disuelven en PBS y se guardan a -80°C.

Como inhibidores proteoliticos se emplea el coctel de
inhibidores 1l (Calbiochem, Lutterworth, RU), el cual contiene 100 mM
AEBSF, 80 uyM aprotinina, 5 mM bebstatin, 1,5 mM E-64, 2 mM
leupeptina 'y 1 mM pepstatin A, disueltos en DMSO. El stock esta a una

concentracion 100X.

El AAS y el salicilato de sodio (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
se preparan el dia del experimento, diluyendo la cantidad apropiada en

suero fisioldgico.
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El 2MeSamp (2 - Methylthioadenosine 5 - monophosphate
triethylammonium salt hydrate) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
inhibidor del receptor P2Y1,, se disuelve con suero fisiologico a la

concentracion adecuada.

La imipramina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa) que impide la
recaptacion de serotonina, se prepara el dia del experimento diluyendo

en suero fisiologico a la concentracion adecuada.

La indometacina (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa), bloqueante
de la COX-1 se prepara diluyéndola en carbonato sédico anhidrido.

El RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia),
es un blogueante de la Gp ainBs que impide la agregacion plaquetaria.
Se disuelve en PBS y se guarda a -20°C.

El SQ29,548 (Cayman Chemicals, EEUU) es un bloqueante del
receptor del TXA,, se disuelve con DMSO a una concentracion stock
de 3 mM.

Inhibidores de fosfatasas: “sodium orthovanadate” (NasVOs,)
inhibidor de ATPasas, fosfatasas alcalinas y tirosina fosfatasas, y
“sodium fluoride” (NaF) inhibidor de serina/treonina fosfatasa (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia).

Inhibidores de las HDAC:

El Trichostatin A (TSA) ([R-(E,E)]-7-[4-(Dimethylamino)phenyl]
— N - hydroxy-4,6-dimethyl-7-oxo-2,4-heptadienamide) inhibidor
general de las HDAC cléasicas (Upstate (Cell signaling solutions,
Beverly, EEUU).
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El Tubastatin A hidrocloride (TBA) (N-Hydroxy-4-( 2 — methyl -
1, 2, 3, 4-tetrahydro-pyrido [ 4,3-b ] indol - 5 -ylmethyl )
benzamidehydrochloried) inhibidor de la HDAC6 (Calbiochem, RU).

Inhibidores de las sirtuinas:

La nicotinamida (NAM) (Pyridine-3-carboxylic acid amide)

inhibidor general de las sirtuinas (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

El cambinol (CAM) (5-(2-Hydroxynaphthalen-1-ylmethyl) — 6 -
phenyl-2-thioxo-2,3-dihydro-1H-pyrimidin-4-one, 5 - [ (2-hydroxy- 1-
naphthyl) methyl] -2- mercapto -6-phenyl-4(3H)-Pyrimidinone)
inhibidor general de las sirtuinas (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

El AGK2 (2- Cyano-3-[5-(2,5-dichlorophenyl)-2-furanyl] -N- 5-
quinolinyl-2-propenamide) inhibidor de la SIRT2 (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia).

El EX527 (6-Chloro-2, 3, 4, 9-tetrahydro-1H-Carbazole-1-
carboxamide) inhibidor de la SIRT1 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

Todos los inhibidores de las HDAC clasicas y de las situinas se
disuelven en DMSO a la solucién stock y se guardan a -20°C hasta el
momento del experimento. La concentracion de DMSO se mantiene
siempre por debajo del 0,1% para evitar interferencias con la funcion
de las plaquetas'®%, Las diluciones de trabajo apropiadas se
preparan con tampén HBSS 1X (0,8 mM MgSO., 5,36 mM KClI, 0,441
mM KH,PO,4, 137 mM NaCl, 0,34 mM Na;HPO,4-12H.0, 5,55 mM

glucosa, 20 mM Hepes, pH 7,4) y se usan en el dia.
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3.3.3. Anticuerpos monoclonales o policlonales

Se han utilizado otros reactivos como son anticuerpos primarios
para las distintas inmunodeteciones e inmunoprecipitaciones vy

anticuerpos para el marcaje de plaquetas por citometria de fllujo:

a-tubulina total (Santa Cruz Biotechnology (CA, EEUU) y su
forma acetilada, acetil-a-tubulina (Lys*°), n° de catdlogo 5335 (Cell
Signaling, Beverly, MA) o acetil-a-tubulina (Lys*°), n° de catalogo 32-
2700 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Espafia).

AKT (pan) n° de catalogo 4691, AKT fosforilada (Ser*’®), n° de
catdlogo 4060; AKT fosforilada (Thr®%) n° de catalogo 2965 (Cell
Signaling, Beverly, EEUU).

HDACS, n° de catalogo 7612S (Cell Signaling, Beverly, EEUU).

Lisinas acetiladas, clone 4G12, conjugado con agarosa, n° de
catalogo 16-272; y lisinas acetiladas, n° de catalogo AB3879 (Millipore,
Billerica, EEUU); lisinas acetiladas, n°® de catdlogo 944 vy lisinas
acetiladas (Ac-K?-100), n° de catalogo 9814 (Cell Signaling, Beverly,
EEUU).

GSK-3p fosforilada (Ser®), n° de catalogo 5558 (Cell Signaling,
Beverly, EEUU).

SIRT1, n° de catélogo 2493 (Cell Signaling, Beverly, EEUU).
SIRT2, n° de catélogo 04-1124 (Millipore, Billerica, EEUU).

STAT3 (79d7) n° de catalogo 4904; STAT3 acetilada (Lys®®)
n° de catalogo 2523 y STAT3 fosforilada (Tyr’%), n® de catalogo 9145
(Cell Signaling, Beverly, MA).
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Los anticuerpos secundarios estaban unidos a peroxidasa y
eran contra la especie adecuada en cada caso (Amersham
Biosciences, EEUU).

Anticuerpo monoclonal contra las células leucocitarias, CD45
conjugado FITC, n° de catélogo: 45F1-100T (Immunostep, Salamanca,
Espafia)

3.3.4. Otros reactivos

También se utilizaron kits de ELISA para la deteccion del
tromboxano B. (TBX): kit de ELISA Amersham Thromboxane B
Biotrak Assay con n° de catalogo RPN220 (GE Healthcare, RU).

La serotonina marcada radiactivamente, (**C) - 5
hidroxitriptamina (sulfato de creatinina) (5HT), 54 mCi/mmol (en 2%

de etanol) (Amersham Biosciences, RU)

El agente fluorescente  FURA-2/AM  (fura-2pentakis
(acetoxynethyl) ester) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) para la
determinacion del Ca?* citoplasmatico, se disuelve con DMSO a una
concentracion de 500 uM y se guarda a -20°C protegido de la luz hasta

el momento del experimento.

Luciferin-Luciferasa y ATP Standard (Chrono-log Corporatio,
Bio Top Medical, EEUU), se disuelven con agua destilada a una
concentracion de 2 puM, tanto para la Luciferin-Luciferasa como el ATP

Standard, y se guardan a -20°C.

Membranas de nitrocelulosa (BioRad, Hercules, CA,
Alemania), los liquidos de revelar (ECL Chemiluminiscence) y las

peliculas (Amersham Hyperfilm ECL9 (GE Healthcare Life Sciences,
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Barcelona, Espafia), y el resto de materiales necesario para realizar el

revelado de las inmunodeteciones o inmunoprecipitaciones®®.

Filtros para la eliminacién de los leucocitos de una muestra de
plaquetas lavadas (Acrodisc® PSF 25mm Syringe Filter for White Blood
Cell Isolation, Pall Corpotation, EEUU).

3.4. Extraccién de la sangre y separaciéon de las células

sanguineas

Los experimentos que se describen en este trabajo, como son
la separacion de las células y su ensayo experimental, siempre se
realizan en el mismo dia de la extraccion. El método de extraccion de
sangre, separacion y lavado de plaguetas empleado es igual para los
distintos estudios de agregacion o lumino-agregacion, liberacién de
serotonina y técnicas inmunoldgicas o inmunoprecipitacion®. Excepto
para los estudios de los movimientos de Ca?* que se detallaran en el

apartado correspondiente.

Para la extraccion de sangre se utilizé muestras de sangre venosa,
procedentes de donantes voluntarios sanos, en ayunas y que ho
habian tomado ninguna medicacion que pudiera afectar a la funcién
plaquetaria, durante al menos los 15 dias previos. Se obtiene sangre
venosa de la vena cubital mediante el sistema vacutainer de extraccion
de sangre. Los tubos utilizados fueron de 4,5 mL de anticoagulante
citrato sédico 3.2%%. Todos los estudios incluidos cuentan con la
autorizacion del comité ético del Hospital Universitari i Politécnic La Fe
de Valéncia. Todas las muestras se obtuvieron previo consentimiento
informado del donante y se manejaron de acuerdo con la Declaracién

de Helsinki©7,
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3.4.1. Lavado de las células sanguineas

La sangre anticoagulada con citrato se centrifuga a 200xg
durante 10 minutos a 22°C para separar el plasma rico en plaquetas
(PRP) del precipitado de hematies y leucocitos. El primer paso es
acidificar el PRP a pH 6,5. Esto se consigue afiadiendo una solucién de
citrato (38 mM acido citrico, 75 mM citrato sddico), 1 mL por cada 10
mL de PRP, ademés se afiade 0,01 U/mL de apirasa y 0,05 mg/mL de
prostaciclina para evitar la activacion plaquetaria durante el proceso de
lavado. Se mezcla suavemente y se centrifuga a 2.000xg (10 min,
22°C). El precipitado plaquetario que se obtiene se resuspende
suavemente en un volumen de 10 mL de tampdn Tris-Citrato (63 mM
Tris, 95 mM NacCl, 5 mM KCI, 12 mM acido citrico, 5,5 mM glucosa, pH
6,4), y se afiade de nuevo apirasa y prostaciclina. Esta resuspension se
centrifuga a 2.000xg (10 min, 22°C) y se elimina cuidadosamente el
sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspende en 1-2 mL de
tampo6n HBSS 1X, teniendo especial cuidado en no formar burbujas. Se
realiza un contaje de células a partir de una dilucién 1/10 con HBSS
1X. El nimero de células se ajusta a 1x10°plaquetas/uL con tampdn
HBSS 1X, y se mantinene sin agitacibon en hielo durante el

experimento.

3.5. Estudios de agregacién o lumi-agregacién en plaguetas

lavadas

Los estudios de agregacion o lumi-agregacion se realizan
siguiendo el método de agregometria Optica descrito por Born en
19621%, Las agregaciones se realizan en un volumen de 300 L, que

contiene 2x10° plaquetas/uL en tamp6n HBSS 1X 'y 1 mM de Ca?*.
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Cuando gqueremos estudiar el efecto de distintas sustancias
sobre la agregacion plaquetaria, se suele partir de una dilucion stock, y
se afade la cantidad adecuada para la concentracion requerida. Las
muestras se incuban sin agitar (10 min - 1 hora, 37°C) en una cubeta
de agregacion siliconada que contiene un iman recubierto de teflon.
Como control, se utilizan plaquetas que se incuban a los mismos
tiempos con el solvente adecuado. Si el solvente es el DMSO, éste
siempre estar4 a una concentracion inferior de 0,1%. Para iniciar la
agregacion se ajusta la transmitancia del aparato con el tampdn sin
plaquetas, pero con las proporciones adecuadas, de modo que la
diferencia en la transmitancia entre las plaquetas lavadas y el tampdn
sea del 100%. La agregacion se realiza con agitacion (1.000 r.p.m.) y a
37°C. Al afadir el inductor de la agregacion, se inicia un aumento de
transmitancia en el detector a medida que las plaquetas se van
agregando. La cuantificacion de la curva de agregacion se realiza por
la medida de la intensidad maxima de agregacién expresada en %,

siendo el 100% el maximo posible de agregacion registrable.

Con respecto al estudio de lumi-agregometria, el proceso es
igual que el de la agregacion, sustituyendo un volumen de tampén por
la solucién de Luciferin-Luciferasa, e incubando durante 2 minutos para
eliminar el posible ATP presente, antes de la estimulacion. Para
determinar la cantidad de ATP liberado, se utiliza ATP Standard a una
concentracion conocida de 2 pM, determinando la luminiscencia
correspondiente a esa concentracion, lo que permite posteriormente
emplear el programa Aggro/link8 para calcular la concentracion de ATP
liberado tras la estimulacién. La lumi-agregometria permite realizar a la
vez el estudio de agregacion plaquetaria y de liberacion de granulos

densos.
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Para poder estudiar el efecto de distintos inhibidores, las
plaguetas se incuban con los diferentes compuestos, a los tiempos
indicados en cada caso, previamente a la estimulacion. Como control,
las plaguetas se incuban con los distintos solventes a las mismas

concentraciones.

3.6. Determinaciones bioquimicas
3.6.1. Determinaciéon del TXB, por ELISA

La sintesis del TXA; por parte de las plaquetas se valord
cuantificando por enzimoinmunoabsorcién ligada a enzimas (ELISA)
(Amersham Thromboxane B; Biotrak Assay (GE Healthcare, RU)),
determinando la concentracién del metabolito estable, el TXB,210%
111 Para medir el TXA; se realizaron agregaciones de 500 uL de
2x10°plaquetas/pL, de 3 minutos de duracién con distintos agonistas
o inhibidores plaquetarios. Pasado este tiempo la muestra se
transfiri6 a un tubo Eppendorf frio que contiene indometacina (8
pg/mL), y se centrifuga inmediatamente (1 min a 13.000xg). Se
obtiene una alicuota del sobrenadante que se transfiere a un nuevo
tubo de Eppendorf. Esta muestra se guarda a -80°C hasta el
momento de la realizacion del ELISA. El frio y la indometacina,
sustancia inhibidora de la COX-1, evitan una posible progresion de la

reaccion.
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3.6.2. Determinacién de laliberacion de granulos densos por

serotonina

Para realizar los estudios de liberacion de granulos densos
por serotonina, se requiere de un marcaje de las plaquetas con (**C)-
5 hidroxitriptamina (sulfato de creatinina) (5HT), 54 mCi/mmol (en 2%
de etanol). El reactivo se ajusta a una concentracion final de 0,2 nM,
y se incuba en oscuridad durante 1 hora. a temperatura ambiente. A
continuacién, se toman alicuotas de 50 puL de PRP marcado y 50 pL
de PPP y se afiaden a viales de centelleo liquido (4 mL de Ecoscint A
(National Diagnostics, RU)) para el control de la radiactividad
incorporada en las plaguetas.

Posteriormente, se lavan las plaguetas segin el método
descrito mas arriba. La agregaciéon (500 pL, 2x10°plaquetas/uL) se
detiene a los 3 minutos, tras la adicion del agonista con 125 pL
tampoén de parada 5X (0,05 M EDTA, 0,633 M formaldehido)!!?, se
transfiere a un tubo Eppendorf y se centrifuga (13.000xg, 1 min). Se
recoge una alicuota de 200 L que se separan en dos de 50 pL para
poder realizar el contaje de radiactividad por duplicado. Un minuto
antes de la estimulacién de las plaquetas se afiade imipramina (2,5 pM)
para evitar la rapida reincorporacion de la serotonina liberada durante
la activacion plaquetaria“®.

El célculo del porcentaje de liberacién de (*C)-5HT, se calcula
de acuerdo con la férmula siguiente: % liberado = (muestra — control /
total fondo) X 100, siendo el control la cantidad de (**C)-5HT liberada
por la manipulacion experimental en ausencia de agonista
plaguetario, asi se muestra la cantidad de (**C)-5HT liberada por el
efecto del agonista. El total es la cantidad total de radiactividad

contenida en las plaquetas y el fondo es la lectura del liquido de
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centelleo en ausencia de muestra. Para obtener el total se parte de
una alicuota de plaquetas marcadas en ausencia de centrifugacion y
lisadas con 50 pL de Triton X-100 al 2%.

3.7. Estudios de movimientos de Ca?

Los agentes fluorescentes se caracterizan por sufrir cambios en
su fluorescencia al unir distintas moléculas. Estos cambios permiten
conocer los movimientos intracelulares de Ca?* en las plaquetas. Hay
diversas maneras de realizar el estudio como son: la microscopia de
fluorescencia, la citometria de flujo o la espectrofotometria de

fluorescencia.

En nuestro caso utilizamos la espectrofotometria de
fluorescencia, y el indicador fluorescente de eleccién fue el FURA-
2/AM, el cual presenta una constante de disociacion (Kq: 224 nM en
presencia de 1 mM de Mg*?) compatible con los niveles de Ca?* en las
plaguetast!®. Ademas, el FURA-2/AM permite el calculo del cociente de
las intensidades de fluorescencia medidas a dos diferentes longitudes
de onda, lo que resulta en la cancelacién de variaciones artefactuales
en la sefal de fluorescencia. Este tipo de medidas permite obviar
factores como la concentracién del indicador, la intensidad de la
excitacion y la eficiencia de la deteccion. Ademas, se eliminan
artefactos como el apantallamiento, la liberacion del indicador al medio,
y la distribucién no uniforme del indicador, tanto dentro de la célula

(compartimentalizacién) como entre células!*®,

En nuestro sistema, la muestra se excita alternativamente a
340/380 nm, y se mide la emision a 510 nm. Excitando a 340 nm, un

aumento en la concentracion de Ca?* provoca un aumento en la
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intensidad de fluorescencia, mientras que, excitando a 380 nm, el
mismo incremento de Ca?* provoca una disminuciéon en la intensidad
de fluorescencia. El calculo del cociente entre las dos intensidades nos

da una medida de la variaciéon de la fluorescencia libre de artefactos.

El empleo de la forma esterificada del indicador permite que su
introduccién en el interior de la plaqueta se produzca simplemente por
difusion, sin necesidad de utilizar procedimientos que alteren la
integridad de la membrana. La forma esterificada no se une al Ca?* y
ademas, es apolar por lo que puede difundir facilmente a través de la
membrana. Una vez dentro de la célula distintas esterasas acttan
sobre el indicador, dando lugar a una forma polar, que no puede salir
de la célula con facilidad y reacciona con el Ca?*.

Los estudios de movimientos de Ca?* se realizan en un tiempo
maximo de 2 horas tras la obtencién de las plaquetas cargadas con
FURA-2/AM, debido a que el FURA-2/AM se hidroliza y se secreta de
las plaquetas. Ademas, la presencia de FURA-2/AM en las plaquetas

provoca la acumulacién de aldehidos que pueden dafiarla.

El PRP obtenido de sangre anticoagulada con citrato se ajusta
a 2x10°plaquetas/uL con PPP, se afiade 25 pL de 200 mM EGTAy 1
uL de FURA-2/AM por cada mL de PRP (concentraciones finales de 5
mM EGTA y 1,5 uM FURA-2/AM). ElI PRP con FURA-2/AM se incuba
en oscuridad (45 min, 37°C), y se agita ocasionalmente de forma suave.
Pasado este tiempo, se procede a lavar las plaguetas como se ha
descrito anteriormente (Apartado 3.4.1.) y se empieza con el estudio de

los movimientos de Ca?*.

Tras afadir el agente inductor de la agregacion a la suspension

de plaquetas (75x10%plaquetas/uL) + 1 mM Ca? se registran las
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variaciones en las longitudes de onda de forma continua durante 3
minutos. A continuacion lisamos las plaquetas con 0,1% Triton X-100
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) para obtener el valor Fmax (méximo
fluorescencia). Finalmente, se quela el Ca?* con 10 mM EGTA para
obtener el valor Fmin (minima fluorescencia en ausencia de Ca?'). El
célculo de la concentracion de Ca?* se realiza de acuerdo con el
descrito por Grynkiewicz et al*'®. Se realizan los célculos a distintos
tiempos para construir una gréfica de concentracién de Ca?* frente a

tiempo.

3.8. Purificacion de ARN, retrotranscripcién y PCR

Para la obtencion del ARNm de las plaquetas se partié de una
mezcla de 10 mL de plaquetas lavadas y leucodepletadas. Para
descartar la presencia de leucocitos en la muestra, que pudiera
contaminar purificacion de ARNm, se utilizé la citometria de flujo y el
marcajde la misma con CDA45, el cual se une a los leucocitos. Se
establecié que debia de haber un maximo de 1 leucocito por cada

100.000 plaquetas, para considerar que la muestra era adecuada.

El ARN total se extrajo a partir de una muestra de
5x10%laquetas/uL, con 1 mL de Trizol de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. El ARN total se retrotranscribié como se ha
descrito previamente!*4. EI ADN complementario diluido se amplifico 35
ciclos en el termociclador LightCyler 480 con el LightCycler DNA
Master SYBR Green (Roche Applied Sciences, Barcelona, Espafia).
Una alicuota de 15 pL de la reaccion de PCR fue sometida a
electroforesis en un gel de agarosa al 2% y posteriormente se tifid con

SYBR Green Safe (Life Technologies, Madrid, Espafia). Para la
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deteccién del ARNm se disefiaron cebadores especificos, utilizando las

referencias publicadas en la base de datos RefSeq.

Los cebadores disefiados se expanden al menos un intrén en la
secuencia genomica correspondiente, para asegurar que no haya
amplificaciones de ADN contaminante. Los cebadores para las SIRT

humanas fueron las siguientes: SIRT1: directo, 5-

CTGGAACAGGTTGCGGGAAT-3 y reverso, 5-
TTCATGATAGCAAGCGGTTCA-3; SIRT2: directo, 5’
CTCTATCCTGGGCAGTTCAA-3 y reverso, 5-

CAGCTTAGCGGGTATTCGTG-3'.

Para demostrar la ausencia de contaminacién por células
leucocitarias, se amplifico el ADN complementario humano de higado,
como control positivo (el higado contiene hepatocitos que expresan
SIRT1, SIRT2 y células leucocitarias CD45 positivas). Se amplifico por

PCR la B-actina durante 25 ciclos como control de normalizacion.

3.9. Técnicas inmunolodgicas

Hemos empleado diversas técnicas inmunoldgicas, todas
ellas se caracterizan por el uso de anticuerpos especificos, tanto
monoclonales como policlonales. Estos permiten identificar una
proteina determinada fijada sobre una membrana a través de la
inmunodeteccion, o bien aislar una proteina a partir de un lisado

celular por inmunoprecipitacion.
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3.9.1. Inmunodeteccion de proteinas mediante western blot

El hecho de que se hayan desarrollado anticuerpos
monoclonales capaces de distinguir entre la forma acetilada o no,
fosforilada o no, de diferentes aminoacidos, ha permitido utilizar las
técnicas de inmunodeteccion, con la finalidad de estudiar las distintas

modificaciones postraduccionales que pueden sufrir las proteinas*®11°,

La deteccion de proteinas en las plaquetas se realizd por
inmunodeteccion!!®, Tras activar las plaquetas lavadas (300 pL, con
2x10°plaquetas/uL) con el agonista apropiado (o los inhibidores
indicados), la agregacion se detiene con 75 uL de tampén RIPA 5X (50
mM Tris pH 7,4, 0,1% SDS, 15 mM NaCl, 1%Triton X-100, 0,5%
deoxycholic acid, 1 mM EGTA, 0,5 mM NazVOa4, 10 mM NaF, 500 nM
TSA, 10 mM NAM e inhibidores proteoliticos 5X). Las muestras se
conservan a -80°C hasta el momento de usarlas. El dia del
experimento se descongeladan y se diluyen 1:1 (v/v) con tampén de
muestras 2X (62,5 mM Tris, 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 10%
glicerol, 0,002% azul de bromofenol, pH 6,8) y se hierven 5 minutos a
95°C y se centrifugan a 4°C durante 30 seg. Las muestras asi
preparadas se cargan (10-30 L) en geles de 7,5% de acrilamida
(150x130x1mm), con un stacking del 3,9% de acrilamida, y se corre la
electroforesis (130 Voltios, = 12 horas), hasta que el frente alcance el
final del gel. También se utilizé el sistema de minigeles de Invitrogen,
con un tamafio de 80x180x1mm, que permite realizar una
electroforesis mas répida, a costa de perder resolucién, por lo que
estos ultimos se usaron en los casos en los que se quiere detectar una
Unica proteina. El gel y la membrana de nitrocelulosa se incuban 10
minutos en agitacion en el tampo6n de transferencia (25 mM Tris, 193

mM Glicina, 20% Metanol) y seguidamente se monta el sandwich de
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transferencia, utilizando membranas de nitrocelulosa, segun las
instrucciones del fabricante en muestro caso Invitrogen. En este trabajo

se ha usado tanto transferencia sumergida como semi-seca.

Una vez concluida la transferencia, la membrana se lava con
agua destilada y se tifie con Ponceau S (0,5% (p/v) en 1% de &cido
acético)*. Esta tincidon nos permite comprobar tanto la eficiencia de la
transferencia, como la cantidad de muestra que hemos cargado en
cada pocillo. El siguiente paso es bloguear los sitios de unién
inespecificos de la membrana. Para ello, se incuba durante 1 hora en
tampén de bloqueo ((TBST 1X (10 mM Tris, 150 mM NacCl,, 0,05%
Tween) + 5% leche en polvo desnatada o BSA, a pH 7,5), y se lava
(3x5 min) en TBST 1X. El anticuerpo primario se diluye a la
concentracion adecuada de cada anticuerpo con tampdn de bloqueo, y
se incuba toda la noche a 4°C. Tras varios lavados con TBST 1X, se
incuba durante 1 hora con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa
y diluido a la concentracién adecuada con tampon de bloqueo, y se
vuelve a lavar con TBST 1X. El revelado se realiza mediante
quimioluminiscencia con el kit ECL Western Blot segin las
instrucciones del fabricante. Brevemente, la membrana se incuba 1
minuto con la mezcla de los reactivos, y tras eliminar el liquido sobrante
se cubre con un plastico transparente, y se coloca sobre una pelicula
(Hyperfilm ECL) o directamente en el sistema de andlisis de imagen.
Realizamos una primera exposicion de 1 minuto, que se revela
inmediatamente, y dependiendo de la intensidad, se realizan otras
exposiciones de mas o menos tiempo. Normalmente se realizan 3

exposiciones de 1, 5y 15 minutos.

Una posible manera de confirmar que el proceso se ha

realizado de manera adecuada es utilizar un control de carga, en
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nuestro caso utilizamos a la proteina a-tubulina o STAT3. La banda de
sefal correspondiente a la a-tubulina 0 STAT3 de cada una de las
muestras, debe ser la misma, ya que partimos del mismo ndmero de

plaguetas en cada una de las muestras que se estudian.

3.9.2.  Inmunoprecipitacion de proteinas

La inmunoprecipitacion de proteinas se realizd6 a partir de
agregaciones de plaquetas lavadas de 400 pL con 4x108plaquetas/pL.
A los tiempos deseados se detuvo la agregacion con el tampon RIPA
5Xy se deja en hielo durante 1 hora. El lisado se centrifuga a 10.000xg
(10 min, 4°C) para eliminar material no disuelto. El sobrenadante puede
guardarse a -80°C hasta el momento de la inmunoprecipitacion.

En primer lugar, se incuban las muestras durante toda la
noche con el anticuerpo contra la proteina deseada unida a agarosa.
Después de un lavado extensivo (5 lavados con TBST 1X
centrifugando brevemente cada vez y eliminando cuidadosamente el
sobrenadante), las perlas de agarosa se resuspendieron en tampon
de muestra y se hirvieron. Las proteinas se separaron en geles de
acrilamida como hemos visto anteriormente. Se revela primero con el
mismo anticuerpo con el que se ha inmunoprecipitado para
comprobar si hay la misma cantidad de muestra en todas las bandas.
Tras eliminar los anticuerpos, incubando la membrana durante 30
minutos a 50°C con tampdn de lavado (70 mM SDS; 63 mM Tris; 0,7%
B-mercaptoetanol, pH 7,4), se reincuba la membrana para

inmunodetectar la acetilacion de la proteina de interés.
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3.10. Aislamiento del citoesqueleto

El método de aislamiento utilizado se basa en la insolubilidad de
los polimeros de actina en Triton X-100. De esta forma, al lisar las
plaguetas con este detergente, se pueden extraer los polimeros de

actina por centrifugacion, asi como las proteinas asociadast'’.

Tras estimular las plagquetas lavadas (300 uL de
2x10°plaquetas/pL) con el agonista plaquetario que se esté empleando
(ej. colageno), se para la reaccion con 300 pL de tampon 2X de Triton
X-100 (1% Triton X-100, 5 mM EGTA, 500 nM TSA, 50 mM Tris-HCI,
10 mM NAM e inhibidores proteoliticos 5X (protease inhibitor cocktail
), pH 7,4) y se deja en bafio de hielo durante 1 hora, tras la cual se
centrifuga a 15.600xg (4 min, a 4°C). El sobrenadante se retira
cuidadosamente y el precipitado se lava 3 veces con el mismo tampén
de Triton X-100, pero 1X. El precipitado finalmente se resuspende en
200 pL de tampdn de muestras 2X y se hierve 5 minutos, a 95°C y se
centrifuga 30 seg. a 4°C. Las muestras asi obtenidas se corren en
geles de acrilamida del 7,5 %, los cuales se tifien con azul de
Coomassie, 0 se transfieren a membranas para permitir la deteccion

especifica de determinadas proteinas.

3.11. Citometria de flujo

Se emplean 10 uL de plaquetas lavadas (2x10%plaquetas/pL) en
100 pL de tampén HBSS 1X con 1 mM Ca?', con concentraciones
saturantes de los anticuerpos. En esta ocasion se utilizé un anticuerpo
contra los leucocitos (CD45) para confirmar que las plaquetas lavadas
se encontraban leucodepletadas, después de parar por los filtros de

eliminacion de leucocitos. Se dejan 30 minutos en oscuridad sin agitar
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y finalmente, se diluyen con 2 mL de tamp6n HBSS 1X. La medida por
citometria de flujo se realiza en el mismo dia del ensayo. Para
cuantificar el porcentaje de leucocitos presentes en la muestra de
plaquetas lavadas se cuentan 10.000 plaquetas identificadas por el
tamafio y la forma, y se cuantifica la cantidad de CD45 presente en la

muestra.

3.12. Microscopia confocal

Para realizar la microscopia confocal se parti6 de plaquetas
lavadas que posteriormente fueron fijadas con 1% de formaldehido
durante 30 minutos. El siguiente paso fue realizar diversos lavados
con tampén PBS con 50 mM NH4Cly 0,3% de BSA.

Para que el anticuerpo primario pueda penetrar en el interior de
la célula, se requiere que estas sean permeabilizadas. Para ello, las
plaquetas se permeabilizaron con un 0,1% de saponina en PBS, una
vez permeabilizadas se incubaron durante toda la noche con el
anticuerpo primario. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS-
BSA, y se afiadi6 anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor
488. Se incubd durantel hora y se realizaron de nuevo tres lavados
con el mismo tampon. Finalmente, se mont6 con un cubreobjetos para
poder visualizarlo por el microscopio confocal Leica TCS con un
objetivo de 60X.

3.13. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizdé con el programa SPSS. Los

resultados se expresan como media + SEM. El andlisis estadistico se
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llevd a cabo mediante el test ANOVA. Un valor de p < 0,05 fue
considerado significativo. En el caso de las imagenes presentadas,
éstas son representativas en todos los casos de al menos 5

experimentos diferentes.
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4. RESULTADOS

4.1. Patron de proteinas acetiladas en Lys en plaguetas

humanas

La acetilacion de proteinas no histonas es una modificacion
postraduccional capaz de regular la funcidon de proteinas implicadas
en distintos procesos celulares®®. No se ha explorado la presencia de
proteinas acetiladas en Lys en plaquetas humanas, ni sus posibles
implicaciones funcionales. Por ello, el primer objetivo de esta Tesis
era comprobar si en las plaguetas humanas en reposo existen

proteinas acetiladas en Lys.

Decidimos abordar este primer objetivo mediante la técnica de
inmunodeteccion y el empleo de anticuerpos especificos contra
proteinas acetiladas en Lys. Para el estudio se utilizaron plaguetas
humanas lavadas procedentes de sujetos sanos sin ninguna
medicacién. Como se muestra en la Figura 4.1, encontramos que en
plaguetas en reposo aparecen multiples proteinas acetiladas en Lys,
tanto pequefias como de grandes pesos moleculares. Algunas de
estas proteinas aparecen intensamente acetiladas (o bien se trata de
proteinas muy abundantes), mientras que en otros casos la
intensidad de la sefial era menor. Sin embargo, con la técnica
empleada, no podemos diferenciar si se trata de proteinas poco
abundantes, y por lo tanto de dificil deteccion, o de proteinas
abundantes pero escasamente acetiladas. Es interesante observar
gue el patrén de proteinas acetiladas no es exactamente igual en
todos los sujetos analizados. Por ejemplo, se observa en la muestra
D2 una banda intensamente acetilada de alrededor de 50 kDa,

mucho mas acetilada que en el resto de las muestras. Por su parte,
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en el resto de las proteinas, se observan diferencias mas sutiles pero
llamativas. Estos experimentos se repitieron con un grupo mas
amplio de testigos, y los resultados parecen sugerir que existen
variaciones en el patron de proteinas acetiladas, aunque son

necesarios mas estudios para confirmar este punto.
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Plaquetas

Figura 4.1. Las plaquetas humanas en reposo poseen un patron de
proteinas acetiladas en Lys. Las plaquetas se incubaron (10 min, 37°C) y se
lisaron a los 10 min y, a continuacion, se detectaron las proteinas acetiladas en Lys.
Se observé un patrén de proteinas acetiladas caracteristico muy similar en cada uno
de los individuos, aunque no exactamente igual. En todos los casos el nimero de
plaguetas se ajusté a 2x10%plaquetas/uL. A la derecha de la imagen se sefialan los
pesos moleculares (kDa) de algunas proteinas identificadas. La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes y las muestras proceden de 5 donantes
diferentes (D1, D2, D3, D4 y D5). En la parte inferior se muestra la cantidad de a-
tubulina como control de carga.

Dado que existe un patron de proteinas acetiladas en Lys en
plaguetas humanas y en reposo, quisimos investigar si éste se
alteraba con la agregacion plaquetaria. Para ello empleamos un
agonista fisiolégico como es el coldgeno (1 pg/mL). En concreto se
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realizé un estudio cinético de agregacion plaquetaria (0, 1, 3, 5, 10,
30 min). Pasados los tiempos, se detuvo la agregacién, lisando las
plaguetas con tampoén RIPA. El resultado fue que el estado de
acetilacion de algunas proteinas varia con la cinética de agregacion
plaguetaria (Figura 4.2). A los diferentes minutos de agregacion,
aparecen bandas que aumentan su nivel de acetilacion con respecto
al control; en cambio hay algunas que se deacetilan. Encontramos
también una serie de proteinas que no cambiaban su nivel de

acetilacion con la agregacion plaquetaria.
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Figura 4.2. El patrén de proteinas plaquetarias acetiladas en Lys se
altera con la agregacién plaquetaria. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37°C)
y se estimularon con colageno (1 pg/mL). Las plaquetas se lisaon a los tiempos
indicados y, posteriormente, se detectaron las proteinas acetiladas en Lys. La
agregacion plaquetaria provoca cambios en el patrén de proteinas acetiladas de las
plaguetas. A la derecha de la imagen se sefalan los pesos moleculares (kDa). La
imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se
muestra la cantidad de a-tubulina como control de carga.
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4.2. Las HDAC regulan el nivel de acetilacion de algunas

proteinas en las plaquetas humanas

El nivel de acetilacion de las proteinas esta determinado por
el equilibrio entre las HAT y las HDAC™8, La mayoria de los
estudios se ha centrado en conocer el papel de las HDAC y HAT en
la regulacién de la expresién génica, a través de la acetilacién de los
residuos amino de las Lys de las histonas®. Actualmente, se
conocen muchas proteinas no histonas, que también se pueden
acetilar y, de esta manera, regular su funciéon, como por ejemplo la
inmensa mayoria de enzimas que participan en el metabolismo
intermedio’®, ampliandose el campo de estudio. De hecho, a nivel
farmacoldgico, ya se estan desarrollando distintos inhibidores de

deacetilasas como tratamiento contra el cancert8119,

El siguiente paso que nos planteamos, fue estudiar qué
ocurria con la acetilacion de las proteinas plaquetarias, al tratar las
plaguetas con un inhibidor general de las HDAC clasicas, como es el
TSA®, Para comprobarlo, se utilizaron plaguetas lavadas y se
incubaron durante 1 hora a 37°C con TSA (15 uM) o su solvente
(control). En la Figura 4.3 se observa un aumento claro del nivel de
acetilacion de una proteina de aproximadamente 50 kDa en las
plaguetas incubadas con TSA, con respecto al control. En cambio, en
el resto del patron de proteinas acetiladas, no se apreciaron cambios

significativos.
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Figura 4.3. El efecto del TSA en la acetilacién de las Lys de proteinas
de plaquetas humanas. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37°C) con el solvente
(control) o con TSA (15 pM). A la hora las plaquetas se lisaron, y tras separar las
proteinas por electroforesis, se detectaron las proteinas acetiladas en Lys por
western blot. La flecha indica una proteina que estd4 fuertemente acetilada en
respuesta al TSA con respecto al control, con un tamafio molecular aproximado de
50 kDa. A la derecha de la imagen se sefialan los pesos moleculares (kDa). La
imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se
muestra la cantidad de a-tubulina como control de carga.

Con un tamafio aproximado de 50 kDa, se encuentra la a-
tubulina, proteina con capacidad de sufrir diferentes modificaciones
postraduccionales, como puede ser la tirosinacion y/o la
acetilacion'®, En diferentes tipos celulares se conoce que la
estabilizacion de los microtabulos formados por a-tubulina depende
de la acetilaciéon de la Lys*® 121122 de tal forma que cuando la o-
tubulina se encuentra acetilada se impide la polimerizacién vy
crecimiento de los microtUbulos'®. Ademas, se ha descrito en otros
tipos celulares que la a-tubulina es sustrato de HDAC y se acetila en
presencia de su inhibidor, el TSA'?2, Pero, ¢ocurre lo mismo en las

plaquetas? Decidimos comprobar si la proteina de unos 50 kDa
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detectada anteriormente (Figura 4.3) era la a-tubulina en su forma

acetilada.

Para ello, se utilizaron los mismos lisados celulares que en el
apartado anterior, pero esta vez se utilizé un anticuerpo especifico
para la forma acetilada de la a-tubulina. El resultado que se obtuvo
fue que en plaquetas en reposo (control) la a-tubulina se encuentra
parcialmente acetilada, y con el tratamiento con TSA se producia un
incremento considerable de su nivel de acetilacion (Figura 4.4), sin

que se detectaran variaciones en la cantidad total de a-tubulina.

e | Acetil-a-tubulina

“ a-tubulina

Control TSA
(15 uMm)

Figura 4.4. La acetilacion de la a-tubulina en plaquetas humanas en
reposo e incubadas con TSA. Las plaquetas se incubaron (1 hora, a 37°C) con el
tampon (Control) o con TSA (15 uM). Continuacién, se lisaron las plaquetas y se
inmunodetect6 la forma acetilada de la a-tubulina. El TSA produce un aumento del
nivel de acetilacion de la a-tubulina con respecto al control. La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la
cantidad de a-tubulina como control de carga.

Por otra parte, y para poder confirmar el resultado obtenido
por la inmunodeteccion, se utiliz6 la microscopia confocal.
Confirmamos que la a-tubulina se encuentra acetilada en plaquetas
en reposo (Figura 4.5). Esta forma un anillo situado en el interior de
la membrana extracelular, coincidiendo con resultados descritos

previamente?®*,
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Figura 4.5. Microscopia confocal de la a-tubulina acetilada en
plaguetas en reposo. Las plaquetas lavadas fueron fijadas y inmunodetectadas con
el anticuerpo para la a-tubulina en su forma acetilada. El anticuerpo secundario
estaba unido a Alexa Fluor 488 y se visualizé con un microscopio confocal Leica,
con un aumento del 60X. Los anillos de la a-tubulina acetilada de plaquetas en
reposo estan indicados por una flecha. La imagen es representativa de 3
experimentos diferentes.

4.3. Especificidad de la regulaciéon de la deacetilacion de

la a-tubulina por las distintas HDAC

Por los resultados anteriores podemos decir que en las
plaguetas en reposo la a-tubulina se encuentra parcialmente
acetilada, y que su nivel de acetilacion aumenta con el tratamiento
con TSA (Figura 4.4). En otras células, la a-tubulina es sustrato tanto
de las HDAC clasicas, como de las sirtuinas; en concreto puede ser
diana de la HDACG6 o de la SIRT2!23124 Nos planteamos investigar
qué deacetilasa o deacetilasas eran las responsables de la

acetilacion de la a-tubulina en las plaquetas humanas.

Decidimos utilizar tanto inhibidores de las HDAC clasicas,
como el TSA (inhibidor general de la HDAC), como inhibidores de las
sirtuinas, el CAM (inhibidor general de las Sirtuinas), el EX527
(inhibidor de la SIRT1) y el AGK2 (inhibidor de la SIRT2)%122,
Partimos de plaguetas lavadas y en reposo, y se incubaron durante 1
hora a 37°C con los distintos inhibidores: 15 pM de TSA, 100 pM de
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CAM, 10 uM de EX527 y 10 uM de AGK2 o con su solvente, el
tampén HBSS 1X (control). Las concentraciones elegidas son las
habituales en la literatura'??1?%, En la Figura 4.6 se puede observar
que solo el TSA es capaz de provocar un aumento significativo del
nivel de acetilacién de la a-tubulina con respecto al Control. En
contraste, la inhibicién de la sirtuinas, tanto la general como la de los
inhibidores especificos, no indujo ninguna alteracion significativa. Sin
embargo, como veremos mas adelante, las sirtuinas si estan
presentes en las plaquetas y juegan un papel importante en el control
de las respuestas plaquetarias, lo que sugiere una especificidad en el
control de la acetilacién de la a-tubulina en las plaquetas distinto al
de otros tipos celulares.

S — Acetil-a-tubulina

a-tubulina

Control TSA CAM EX527 AGK2
(15 pM) (100 uM) (10 uM) (10 pM)

Figura 4.6. Variacion en la acetilacion de la a-tubulina por la inhibicidn
de las HDAC y las sirtuinas. Las plaquetas lavadas se incubaron (1 hora, a 37°C)
con tampon (control), TSA (15 pM), CAM (100 uM), EX527 (10 uM), AGK2 (10 uM).
A continuacion, se lisaron las plaquetas y se inmunodetectd la a-tubulina en su
forma acetilada. Sdlo el TSA produjo un aumento de la acetilacién de la a-tubulina
en las plaguetas con respecto al control, el resto era similares. La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la
cantidad de a-tubulina como control de carga.

4.4, La HDACSG esta presente en las plaquetas humanas y se

incorpora en el citoesqueleto de las plaguetas activadas

De acuerdo con los resultados previos, las enzimas

responsables de la acetilacion de la a-tubulina, son principalmente
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las HDAC clasicas. En otros tipos celulares se ha observado que la
acetilacion de la a-tubulina es especifica de la HDAC6'%, por lo
tanto, es posible que en las plaquetas humanas ocurra lo mismo.
Para evaluar si HDAC6 se encuentra presente en plaguetas
humanas, partimos de varios lisados plaquetarios procedentes de 3
donantes sanos y una muestra de hepatocitos. Empleamos
hepatocitos como control positivo ya que previamente se ha descrito
la presencia de la HDACG6 en estas células'®. Con la ayuda de un
anticuerpo especifico pudimos observar la presencia de la HDACG6 en
plaquetas (Figura 4.7), aunque con un nivel de expresion reducido
frente a hepatocitos.

- -. HDACG6

D1 D2 D3
>

Plaquetas Hepatocitos

Figura 4.7. La HDACS6 esté presente en plaguetas humanas. Plaquetas
lavadas (1x10%plaquetas/uL) procedentes de 3 donantes distintos (D1 - D3), fueron
lisadas con tampon RIPA y inmunodetectadas con un anticuerpo anti-HDAC6. Una
muestra de hepatocitos lisado (1x108células/mL) fue corrida en paralelo como
muestra control. En todos los donantes la HDACG6 esta presente. Las muestras
proceden de 3 individuos diferentes.

Un proceso importante que regula los mecanismos de
activacion de las plaquetas es la reorganizacion de las proteinas
estructurales que forman parte del citoesqueleto®. En este proceso,
se translocan moléculas desde el citoplasma al citoesqueleto de
forma selectiva para formar complejos de sefializacion'?. Dada la
importancia de este proceso en la funcidbn plaquetaria, nos

planteamos comprobar si la a-tubulina acetilada y la HDACG6 podrian
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estar entre las proteinas que se trasladan al citoesqueleto cuando las

plaguetas se activan.

Nuestro estudio comenzd con una cinética de incorporacién
de proteinas al citoesqueleto. Se estimul6é con colageno 0,5 ug/mL, a
diferentes tiempos (0, 30, 60, 180 seg) y se detuvo la agregacion
plaguetaria afiadiendo tampéon de lisado Triton X-100 para aislar el
citoesqueleto. El siguiente paso fue inmunodetectar tanto la forma
acetilada de la a-tubulina como la total. El resultado obtenido lo
podemos observar en la Figura 4.8, donde tanto la a-tubulina como
su forma acetilada estan ausentes del citoesqueleto en plaquetas en
reposo. Sin embargo, a los 30 seg después de la activacion, la a-
tubulina acetilada empieza a estar presente en el citoesqueleto
reorganizado, aumentando su incorporacibn a medida que las

plaguetas se van agregando.

u-‘

j‘ - - a-tubulina
0 3

0 60 180 seg
<€ >
Colageno (0,5 ug/mL)

Acetil-a-tubulina

Figura 4.8. La a-tubulina acetilada se incorpora al citoesqueleto. Para
el estudio de la cinética de incorporacion de la a-tubulina acetilada, se lavaron las
plaquetas y se estimularon con colageno (0,5 pg/mL). A diferentes tiempos (0 -180
seg) después de la estimulacion, las plaguetas se lisaron con tampén de Triton X-
100. La presencia de a-tubulina total y su forma acetilada se determind por
inumodeteccion. La forma acetilada de la a-tubulina se incorpora rapidamente al
citoesqueleto cuando las plaquetas se activan. Las imagenes son representativas de
3 experimentos diferentes.

Se realiz6 el mismo experimento para evaluar si la HDAC6

también se incorporaba al citoesqueleto. Se utilizaron las mismas

84


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.8.pptx

4. Resultados

membranas y se reincubaron con anti-HDACSG. El resultado indicé
que la HDACG6 estad ausente en el citoesqueleto de plaquetas en
reposo, pero que ésta se incorpora rapidamente (30 seg) al

citoesqueleto reorganizado (Figura 4.9).

" HDAC6
j‘vo - - a-tubulina
0

30 60 180 seg
>

<€

Colageno (0,5 ug/mL)

Figura 4.9. La HDACS6 se incorpora al citoesqueleto. Las membranas del
experimento anterior fueron lavadas y se reincubaron con el anticuerpo contra la
HDACS6. En las plaquetas en reposo, la HDACG6 esta ausente en el citoesqueleto
pero se incorpora rapidamente después de la activaciébn plaquetaria. Esta
incorporacion se produce en paralelo a la a-tubulina. Las imégenes son
representativas de 3 experimentos diferentes.

4.5. Laagregacion de las plaguetas induce la deacetilacion de

la a-tubulina

Llegados a este punto y con los resultados obtenidos, nos
surgieron ciertas preguntas: ¢qué ocurre con la acetilacion de la a-
tubulina cuando las plaquetas son estimuladas con distintos
agonistas fisiol6gicos? ¢ participa la acetilacién de la a-tubulina en la

funcion plaquetaria?

Para resolver estas dudas nos planteamos diversos
experimentos. El primero de ellos fue estimular plaquetas lavadas
con un panel de agonistas: 0,5 ug/mL de colageno (Col); 0,1 U/mL de
trombina (Tr); 0,5 uM de U46619 (U) (analogo estable del TXA,) y 10
UM de ADP (ADP) y el solvente (control). Las plaguetas se agregaron
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en agitacion durante 3 minutos, antes de ser lisadas con tampoén
RIPA e inmunodetectar la forma acetilada de la a-tubulina. En la
Figura 4.10 se puede observar que la acetilacion de la a-tubulina
disminuye de manera considerable, al agregar las plaguetas con

cualquiera de los agonistas empleados.

-_ - ﬂ Acetil-a-tubulina

Control Col Trb U ADP
(0,5 pg/mL) (0,1 U/mL) (0,5 pM) (10 pM)

Figura 4.10. La agregacion de las plaquetas induce la deacetilaciéon de
la a-tubulina. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37°C) con el tampén (control) y
se estimulan con colageno (Col 0,5 pg/mL), trombina (Trb 0,1 U/mL), U46619 (U 0,5
UM) y ADP (10 pM). A los 3 min se lisaron las plaguetas y se detecto la a-tubulina
acetilada. La agregacion plaquetaria disminuye la acetilacion de la a-tubulina con
respecto del control, para cada uno de los distintos agonistas. La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la
cantidad de a-tubulina como control de carga.

a-tubulina

A la vista de los resultados anteriores, nos planteamos si la
deacetilacion de la a-tubulina era debida al efecto directo de los
agonistas, 0 a un proceso comun a todos ellos, como es la
agregacion mediada por la Gp aBs. Decidimos realizar un
experimento similar al del apartado anterior pero en presencia de
RGDS, cuya funcion es bloquear a la Gp amwfs, e impedir la
agregacion plaquetarial?’. En la Figura 4.11 se observa que el
bloqueo de la agregacion impide la deacetilacion de la a-tubulina
inducida por todos los agonistas. Estos resultados sugieren que la
deacetilacion de la a-tubulina esté relacionada con los mecanismos

de sefalizacion de “fuera-dentro” de la Gp aina.
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Acetil-a-tubulina

a-tubulina

Control Colageno U46619
(0,5 pg/mL) (0,5 pM)
>

————
e

RGDS (100 pM)

Figura 4.11. El bloqueo de la agregacion de las plaquetas impide la
deacetilacion de la a-tubulina. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37°C) con el
solvente (control) mas RGDS (100 uM) y se estimulan con colageno (0,5 pg/mL) o
con U46619 (0,5 uM). A los 3 min se lisaron las plaquetas y se detectd la a-tubulina
acetilada por inmunodeteccion. El bloqueo de la Gp ainfsimpide la deacetilacion de la
a-tubulina cuando se induce la agregacion plaquetaria, manteniéndose el nivel de
acetilacion igual al del control. La imagen es representativa de 5 experimentos
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de a-tubulina como control de
carga.

4.6. Laregulacion delafuncién de las plaquetas por las
HDAC

4.6.1. Agregacion plaquetariay liberacién de granulos densos

Previamente (Figura 4.7) hemos demostrado la presencia de
la HDACS6 en las plaquetas y, ademas, hemos visto que ésta es, al
menos en parte, la enzima responsable de la deacetilacion de la a-
tubulina. El siguiente paso fue evaluar si este proceso era relevante en
la fisiologia plaquetaria. Es decir, determinar si las HDCA clasicas
estan implicadas en la agregaciéon plaquetaria, la liberaciéon de los
grdnulos densos y otros procesos importantes en la funcidn

plaguetaria.

Por ello, decidimos realizar un primer experimento que
consistié en incubar a las plaquetas lavadas sin y con el TSA (15
HUM), previamente a la estimulacion plaquetaria. Antes de realizar el

experimento se comprobd que la incubacion con el TSA no
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provocaba agregacion plaquetaria ni cambio de forma (el resultado
no se muestra). Después de una hora de incubacién, se estimulé con
0,5 pg/mL de colageno, o con 0,5 uM de U46619, durante 3 minutos.
En la Figura 4.12 se puede observar que, en cuanto a la agregaciéon
plaguetaria, la mayor inhibicibn se consigui6 en las muestras
preincubadas con TSA y que se estimularon con el coladgeno. En
cambio con el U46619 la inhibicion fue menor, aunque significativa.
En la Figura 4.13 se muestra un ejemplo representativo del efecto del
TSA sobre la agregacion plaquetaria estimulada con coldgeno o
U46619.

Colageno (0,5 pg/mL) U46119 (0,5 uM)
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Figura 4.12. El efecto del TSA sobre la agregacién plaquetaria inducida
por colageno y U46619. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37°C) sin y con TSA
(15 pM) y se estimularon con colageno (0,5 pg/mL) o con U46619 (0,5 uM). Se
registré la agregacion durante 3 min y se evalud el porcentaje de agregacion
méaxima. El TSA provoca una inhibicién significativa de la agregacion cuando las
plaquetas son estimuladas con colageno y U46619. La imagen es representativa de
5 experimentos diferentes.

88


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.13.pptx
file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.14.pptx

4. Resultados

Colageno (0,5 ug/mL) U46119 (0,5 pM)
Ly ":'»"': ~ 1 TSA 100 OI:.: \TSA
S | ©4 1 A [ | e
z ;JCo'l | = “U- N5
g ; 40‘: 4 { 60 40 €0
'5_ ;504- 4 t 50 :50- +—Iso
- = eoll Ctr a0 6ol Ctr 10
\o TJOH jO ::u - . . - - . ::
-6 ee.‘ | { ! 20 | | | |
© S04t $ ! 10 so'. ! ! 10
O |aofl | | o 100 . L fo
e
D)
<

Figura 4.13. La incubacién con TSA reduce la agregacion plaquetaria
al estimular con diferentes agonistas. La agregacion de las plaquetas se inhibio
de manera significativa en las muestras preincubadas con TSA (15 puM), respecto al
control (Ctr). La imagen es representativa de 10 experimentos diferentes. (Col:
colageno; U: U46619).

A continuacion, se estudid el efecto del TSA sobre la
liberacion de granulos densos. Se repitid el mismo experimento que
en la agregacién plaquetaria, pero en este caso las plaquetas fueron
previamente marcadas con *C-5HT.

En la Figura 4.15 se observa que en aquellas plaquetas que
habian sido previamente incubadas con el TSA (15 uM), se redujo de
forma significativa la liberaciéon de los granulos densos mediada tanto
por la estimulaciéon con colageno (0,5 pg/mL) como con U46619 (0,5
UM).
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Figura 4.15. El efecto del TSA sobre la liberacion de granulos densos.
Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37°C) con y sin el TSA (15 pM), y se estimularon
con colageno (0,5 pg/mL) o con U46619 (0,5 pM). Se registré la agregacion durante
3 min y se evalud la liberacion de serotonina. EI TSA provoca una inhibicién
significativa de la liberacion cuando las plaguetas son estimuladas con colageno y
U46619. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes.

Pero, ¢qué ocurre con el nivel de acetilacién de la a-tubulina
cuando las plaquetas son tratadas con el TSA y estimuladas con

diferentes agonistas plaguetarios?

Repetimos la agregacion plaquetaria, pero en esta ocasion
después de estimular las plaquetas con colageno o U46619 en
presencia de TSA se lisaron las plaguetas y se realiz6 el western
blot. Los resultados muestran (Figura 4.16) que la inhibicién de la
HDAC con el TSA impidié la deacetilacion de la a-tubulina inducida
por los agonistas (Figura 4.10). Al contrario, el tratamiento con TSA
produjo un fuerte incremento de la acetilacién de la a-tubulina, como

habiamos visto anteriormente (Figura 4.4).

90


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.16.pptx
file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.10.pptx

4. Resultados

Control Colageno U46619
(0.5pg/mL) (0.5 M)

- — s Acetil-a-tubulina

S 0-tUbuliN

<0 15 ><0 15 ><0 15>

TSA (uM) TSA(UM)  TSA(uM)

Figura 4.16. El efecto del TSA en la acetilacion de la a-tubulina en
plaquetas estimuladas con agonistas plaquetarios. Las plaquetas se incubaron
(2 h.,a 37°C) con y sin el TSA (15 pM), y se estimularon con colageno (0,5 pg/mL) o
con U46619 (0,5 uM). A los 3 min se lisaron las plaquetas y se detecto la a-tubulina
acetilada por inmunodeteccion. Los agonistas provocan una disminucion del nivel de
acetilacion de la a-tubulina respecto al control, lo que no se producia en presencia
de TSA. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte
inferior se muestra la cantidad de a-tubulina como control de carga.

Dado que a estas dosis de agonistas conseguiamos una
inhibicién significativa de la funcion plaquetaria, decidimos doblar la

dosis del estimulo y ver si los resultados se mantenian.

Después de la incubacion con el TSA, se estimul6é con 1
pug/mL de colageno, o con 1 uM de U46619, durante 3 minutos. En la
Figura 4.17 se observa que aunque se produce una cierta inhibicion
con el TSA tanto en la agregacion plaquetaria como en la liberacion

de granulos densos, ésta no es significativa.
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Figura 4.17. El efecto del TSA sobre la agregacion plaquetaria y la
liberacion de granulos densos inducida por colageno y U46619. Las plaquetas
se incubaron (1 h., a 37°C) con y sin TSA (15 puM) y se estimularon con colageno (1
pg/mL) o con U46619 (1 uM). Se registré la agregacion y se evaluo el porcentaje de
agregacion méxima. El TSA no provoca una inhibicion significativa de la agregacion.
La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes.

4.6.2. Regulacion de los movimientos de Ca?* por las HDAC

El incremento de Ca?" citoplasmatico es una de las
respuestas plaquetarias mas importantes y resulta imprescindible
para muchos de los procesos desencadenados por la activacion

plaguetarial?®.
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Ademds, varios autores han destacado la importancia del
citoesqueleo en la entrada de Ca?* al citosol de las plaguetas!?®1%,
Sin embargo, poco se sabe del papel jugado por las HDAC en el

control de los movimientos de Ca?* en las plaquetas.

Por ello, nos planteamos observar qué ocurria con los niveles
de Ca?* citosélico en plaquetas que habian sido previamente
incubadas con TSA. Para realizar este estudio se utilizaron plaquetas
“‘cargadas” de FURA-2/AM. Posteriormente, fueron estimuladas con
dos dosis distintas de colageno y U46619.

En la Figura 4.18 se puede ver que en la muestra con TSA se
produjo una disminucién parcial del incremento de Ca?* al estimular a
las plaguetas con los distintos agonistas. Sin embargo, esta

inhibicién no se observaba con dosis superiores de agonistas.
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Figura 4.18. El TSA provoca una disminucion del Ca?* en plaquetas
estimuladas con colageno o U46619. Plaquetas cargadas con FURA-2/AM se
incubaron (1 h., a 37°C) con el solvente (Control) o con TSA (15 pM), se registro la
fluorescencia durante 1 min y se estimularon en agitacién con colageno (1 y 0,5
pg/mL) o U46619 (1 y 0,5 uM). Se registraron los cambios en la concentracion de
Ca?* durante 2 min. Tanto el estimulo, a dosis bajas, con colageno o U46619 en
plaguetas preincubadas con TSA, tienen una disminucion significativa del Ca?* con
respecto a sus controles, pero al doblar la dosis del estimulo, no hay inhibicion
significativa. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes.

4.7. Efectos de la inhibicion especifica de la HDAC6 con
Tubastatin A

Como hemos visto en los apartados anteriores, las HDAC
regulan distintos aspectos funcionales de la plaqueta como la

agregacion, la liberacion de granulos densos o los incrementos de

94



4. Resultados

Ca?*. Estos efectos estan mediados, al menos parcialmente, a través
del control de la acetilacion de la a-tubulina. En conjunto, estos
resultados sugieren que la HDACG6 podria ser la histona deacetilasa
responsable de la deacetilacion de la a-tubulina en las plaquetas y de

sus implicaciones funcionales.

Sin embargo, el TSA no es un inhibidor especifico de HDACS,
por lo que no podemos decir con certeza que los efectos observados
son debidos exclusivamente a su inhibiciéon. Para aclarar este punto,
decidimos utilizar un inhibidor especifico de la HDACS, el Tubastatin
A (TBA)!. Las plaquetas se preincubaron durante 1 hora a 37°C,
con concentraciones crecientes de TBA (0,1 pM, 1 pM y 10 uM).
Después se indujo la agregacion plaguetaria con colageno 0,5
png/mL. Los resultados obtenidos (Figura 4.19) son muy similares a la
inhibicién observada con el tratamiento con TSA, es decir, a mayor
concentracion del inhibidor mayor inhibicion de la agregacién

plaguetaria respecto al control.
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Figura 4.19. EI TBA produce una disminucion de la agregacion
plaguetaria al colageno. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37°C) con tampon
(Control) o dosis creciente de TBA (0,1 pM, 1 pM y 10 pM) y se estimulan con
colageno (0,5 pg/mL). Se registré la agregacion durante 3 min y se evalu6 el
porcentaje de agregacion maxima. Los resultados muestran que a mayor
concentracion del inhibidor la agregacién plaquetaria es menor. La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes.
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También se observo lo que pasaba con el nivel de acetilacion
de la a-tubulina. En la Figura 4.20 se observa que el TBA induce la
acetilacion de la a-tubulina, de forma dosis dependiente, similar a lo
que ocurria con la incubacion con el TSA (Figura 4.4). Estos
resultados demuestran que en plaquetas humanas HDAC6 es la

enzima responsable de la deacetilacion de la a-tubulina.

-—— - . - Acetil-a-tubulina

- a-tubulina

0 10 1 0,1
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Figura 4.20. El TBA induce la acetilacion de la a-tubulina. Las plaquetas
se incubaron (1 h., a 37°C) con dosis creciente de TBA (0 pM, 0,1 pM, 1 uM y 10
pUM). A los 3 min se lisaron las plaquetas y se detectd la a-tubulina acetilada. La
incubacién de las plaquetas con TBA induce acetilacion de la a-tubulina de manera
dosis dependiente. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la
parte inferior se muestra la cantidad de a-tubulina como control de carga.

4.8. ElI patron de proteinas acetiladas en Lys en las

plaquetas humanas se altera por la accion del AAS

Hasta el momento hemos demostrado que en plaquetas
humanas existe un patron de proteinas acetiladas en Lys
caracteristico, pero ¢qué pasa con la acetilacion de las proteinas

plaguetarias si utilizamos un agente acetilante como es el AAS?

El AAS, es decir, el acido acetil salicilico, es un agente
acetilante bien conocido, sobre todo por su capacidad de acetilar la
COX-1 de las plaquetas®®!. Esta enzima metaboliza el paso clave de
la conversion del acido araquidénico a TXA;, necesario para la

agregacion plaquetaria. EI AAS actua acetilando a la Ser®®, que se
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encuentra en la entrada del centro activo, inhibiendo de manera
irreversible a la COX-1 al impedir el acceso del 4cido araquidonico a
su centro activo. Por otra parte, diversos autores han demostrado la
capacidad que tiene el AAS de acetilar otras proteinas, como el
fibrinégeno o la p-53213, Sin embargo, no sabemos si es capaz de
alterar el patron de proteinas acetiladas en Lys de las plaquetas

humanas.

Para dar respuesta a esta pregunta, realizamos diversos
experimentos con el AAS. Primero, partimos de plaquetas humanas
lavadas y ajustadas a 1x108plaquetas/puL. Se incubaron con el
solvente (control) o con AAS a diversas concentraciones (100 uM y
1000 puM). Como control negativo empleamos el salicilato (1000 puM).
El salicilato es la misma molécula que el AAS, pero sin el grupo
acetilo y por tanto sin capacidad acetilante. A los 10 minutos las
plaquetas se lisaron con tampén RIPA y se detectaron las proteinas
acetiladas empleando el anticuerpo especifico contra las Lys
acetiladas. En la Figura 4.21 se observa la presencia de varias
proteinas que aumentan el nivel de acetilacibn con respecto al
control de forma dosis dependiente, a mayor concentracion del AAS
mayor namero de proteinas acetiladas en Lys. Por otra parte, la

muestra con salicilato es muy similar a la muestra control.
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Figura 4.21. El efecto del AAS en la acetilacion de proteinas en
plaquetas humanas. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37°C) con tampén
(control) o con AAS (100 pM y 1000 pM) y salicilato (1000 pM). A los 10 min las
plaquetas se lisan y se detectan las proteinas acetiladas en Lys. EI AAS provoca
cambios en el patron de proteinas acetiladas de las plaquetas con respecto al
control. Una proteina de tamafio molecular aproximado de 50 kDa también aumenta
si nivel de acetilaciéon (indicacién con flecha). La imagen es representativa de 5
experimentos diferentes. A la derecha de la imagen se sefalan los pesos
moleculares (kDa) de algunas proteinas identificadas. En la parte inferior se muestra
la cantidad de a-tubulina como control de carga.

Entre las proteinas acetiladas en Lys por el AAS hay de
nuevo una proteina con un tamafo aproximado de 50 kDa que se
acetilada de manera significativa. Se ha demostrado que en otros
tipos celulares el AAS es capaz de acetilar a la a-tubulina®®*. Por
tanto, nos preguntamos si la proteina de unos 50 kDa que
observamos en la imagen anterior es la a-tubulina en su forma

acetilada.
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Para ello, decidimos realizar un experimento que consistié en
incubar las plaquetas con distintas dosis de AAS (0 uM, 1 uM, 10 uM,
100 uM y 1000 uM) y detectar la forma acetilada de la a-tubulina. El
resultado que se obtuvo fue que en plaquetas en reposo (AAS 0 uM)
la a-tubulina se encuentra parcialmente acetilada, como ya
sabiamos, pero con el tratamiento con distintas dosis de AAS se
produce un incremento considerable de su nivel de acetilacion de

manera dosis dependiente (Figura 4.22).
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Figura 4.22. El AAS produce acetilacion de la a-tubulina de manera
dosis dependiente. Las plaguetas se incubaron (10 min, a 37°C) a dosis creciente
de AAS (O uM, 1 puM, 10 pM, 100 uM o 1000 pM). A los 10 min se lisaron las
plaquetas y se detectd la a-tubulina acetilada. La incubacion de las plaguetas con
AAS induce acetilacion de la a-tubulina de manera dosis dependiente. La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la
cantidad de a-tubulina como control de carga.

Decidimos repetir el experimento anterior pero en esta
ocasién mantenemos una dosis fija de AAS de 100 uM vy realizamos
una cinética de tiempos (1, 10, 30, 60, 120 y 300 seg), observamos
que la acetilacion de la a-tubulina aumenta con el tiempo de

incubacion (Figura 4.23).

99


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.21.pptx
file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.22.pptx

4. Resultados

L amw . Acetil-a-tubulina

0 10 30 60 120 300seg

<€ >
AAS (100 pm)

Figura 4.23. El AAS produce acetilacion de la a-tubulina con una
cinética de tiempo. Las plaguetas se incubaron con 100 uM de AAS a distintos
tiempos (0 a 300 seg). Pasado el tiempo de incubacion las plaquetas se lisaron y se
inmunodetectd la forma acetilada de la a-tubulina. A mayor tiempo de incubacion
mas acetilacion de la a-tubulina. Las imagenes son representativas de al menos 5
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de a-tubulina
como control de carga.

Llegados a este punto, nos planteamos investigar qué ocurria
con el nivel de acetilacion de la oao-tubulina si se tratan
simultdneamente las plaquetas con TSA y AAS. Decidimos incubar a
las plaquetas con 15 pM de TSA y 100 pM de AAS, durante 10
minutos. Observamos que la incubacion simultanea con AAS y TSA
no aumento la acetilacién sobre el nivel alcanzado con cualquiera de

los productos por separado. (Figura 4.24).
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Figura 4.24. El AAS y TSA producen acetilacion de la a-tubulina. Las
plaquetas se incubaron (10 min) con AAS (100 uM), TSA (15 pM) o ambos. A los 10
min se lisaron y se inmunodetectd la forma acetilada de la o-tubulina. Ambos
producen un aumento de la acetilacién de la a-tubulina con respecto a la muestra sin
TSA y sin AAS, aunque al unirlos no se produce un efecto acumulativo. Las
imagenes son representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte
inferior se muestra la cantidad de a-tubulina como control de carga.
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4.9. Regulacion de la funciéon de las plaquetas por las
sirtuinas

Como hemos visto en los apartados anteriores, las HDAC
clasicas juegan un papel importante en la regulaciéon de la funcién
plaguetaria. A dosis bajas de agonista (0,5 pg/mL de colageno o con
0,5 UM de U46619) el TSA es capaz de inhibir la agregacion
plaquetaria, la liberacion de granulos densos y los movimientos de
Ca?'. Todo esto, al menos parcialmente, mediante la regulacion del
proceso de acetilacion/deacetilacion de la a-tubulina. Sin embargo, a
concentraciones superiores de agonista se superaba el efecto
inhibidor del TSA.

Sin embargo, hemos de tener en cuenta, que dentro de la
familia de las HDAC encontramos a la Clase Ill, cominmente
conocidas como sirtuinas, que tienen una estructura totalmente
diferente a las HDAC clasicas, requieren como cofactor el NAD* 8y
ademas son inhibidas por la NAM o CAM, pero no por el TSA®,
Ademads, varias de ellas son de localizacién citoplasmatica o
mitocondrial®®, lo que las hace especialmente interesantes en
relacién con las plaquetas, aunque no existen estudios previos que
hayan evaluado su presencia o participacion en algun aspecto de la
funcién plaquetaria. Por ello nos planteamos estudiar el papel de las
sirtuinas en la funcién plaquetaria, a nivel de la agregacion
plaquetaria, la liberacion de granulos densos, los movimientos de
Ca?* y la sintesis de TXA,, asi como evaluar los posibles

mecanismos de transmision de sefiales implicados.
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4.9.1. Regulacion de la agregacion plaquetaria por las sirtuinas

En primer lugar, evaluamos la participacién de las sirtuinas en
la agregacidén plaquetaria. Partimos de plaquetas lavadas que se
incubaron durante 1 hora a 37° con el CAM, a distintas dosis (0, 10,
20, 30, 60 y 100 uM). Para comparar con el efecto de las HDAC
clasicas se empleé el TSA (15 yuM). Para inducir la agregacion
plaquetaria se utilizaron distintos agonistas, como el colageno 1
pg/mL, la trombina 0,1 U/mL y el U46619 1uM. En la Figura 4.25 se
observa que se producia una inhibicion dosis dependiente con el
inhibidor de sirtuinas. Este hecho ocurria con cualquiera de los
agonistas utilizados.

Sin embargo, con estas dosis de agonista no se produjo
disminuciéon de la agregacion de las plaquetas tratadas con TSA.
Pero cabe recordar que a dosis mas bajas de agonistas, si que se
observaba una disminucidn significativa por el TSA de la agregacion
plagquetaria (Figura 4.12).
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Figura 4.25. El efecto del CAM sobre la agregacion plaquetaria. Las
plaquetas se incuban (1h., a 37°) con distintas dosis de CAM o TSA (dosis Unica). A
la hora se estimulan con colageno (1 pg/mL), U46619 (1 uM) o trombina (0,1 U/mL).
Se registra la agregacién durante 3 min y se evalla el porcentaje de agregacion
maxima. El CAM provoca una inhibicién dosis dependiente de la agregacién cuando
las plaquetas son estimuladas con colageno, trombina y U46619. Pero no ocurria lo
mismo con el TSA. *p<0.005 **p<0.001. n=10.

En la Figura 4.26 se puede observar un ejemplo
representativo del efecto del CAM sobre la agregacion plaquetaria, a
dos dosis distintas. Ambas concentraciones de inhibidor producen
una disminucion significativa de la agregacion plaquetaria. Parece
por tanto, que las sirtuinas tienen un papel mas importante que las

HDAC clasicas sobre la funcion plaquetaria.
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Figura 4.26. EIl CAM reduce la agregacion plaquetaria al estimular con
diferentes agonistas. El CAM a distintas concentraciones (0 uM 10 uM y 100 puM)
produce una inhibicion dosis dependiente, para todos los agonistas empleados
(coldgeno 1pg/mL, trombina 0,1 U/mL y U444619 1 puM). La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes. (Col: colageno, Trb: trombina, U:
U46619).

4.9.2. Regulaciéon delaliberacion de granulos densos por las

sirtuinas

El siguiente paso fue estudiar si el CAM era capaz de
disminuir la secrecion de granulos densos. Los resultados muestran
que al incubar las plaquetas con CAM (100 pM), se producia una
reduccién significativa de la liberacion de serotonina, incluso a las
dosis en las que el TSA (15 uM) no tiene efecto inhibitorio. Este
hecho se repetia en todos los agonistas, tanto con colageno (1
pg/mL), como con trombina (0,1 U/mL) o con el U46619 (1 uM)
(Figura 4.27).
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Figura 4.27. EI CAM provoca la disminucion de la liberacion de los
granulos densos. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37°C) con el inhibidor CAM (0
y 100 puM) o el TSA (15 uM), y se estimulan con colageno (1 pg/mL), trombina (0,1
U/mL) o con U46619 (1 uM). Se registra la agregacion durante 3 min y se evalla la
liberacion de la #C-5HT. Al estimular con los distintos agonistas, las plaquetas
tratadas con CAM presentan una disminucion significativa de la liberacion de los
granulos densos, hecho que no ocurria con el TSA. La imagen es representativa de
5 experimentos diferentes.

4.9.3. Regulacion de los movimientos de Ca?* por las sirtuinas

El incremento de Ca?" citoplasmatico es una de las mas
importantes respuestas plaquetarias al estimulo, por lo que
decidimos estudiar su regulacién por las sirtuinas. En la Figura 4.28

podemos observar que el CAM (100 uM) provoca una disminucion
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significativa de los niveles de Ca?" con respecto al control. Esta
inhibicién era muy superior a la observada con el TSA (Figura 4.17),
de forma paralela a lo observado con la agregacion o la liberacion de
granulos densos.

Colageno (1 pg/mL) U46119 {1 uMm)
1500 1000
== Control == Control
1000 == CAM == CAM
(100 pM) (100 M)

Concentracion de Ca?*(nM)
Concentracién de Ca’*(nM)
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1500
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£
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0 d A Seessees

0 60 120 180 240 seg

Figura 4.28. La concentracion de Ca?* disminuye en plaquetas
preincubadas con CAM. Las plaguetas cargadas con FURA-2/AM se incuban (1 h.,
37°C) con tampdn (control) o con CAM (100 uM), se registra la fluorescencia durante
1 min y se estimulan en agitaciéon con colageno (1 pg/mL), trombina (0,1 U/mL) o
U46619 (1 uM). Se registran los cambios en la concentracion de Ca?* durante 2 min.
Tanto el estimulo con colageno, trombina o U46619 en plaquetas tratadas con CAM,
tienen una disminucion significativa de la concentracion de Ca?* con respecto a sus
controles. La imagen es la media de 5 experimentos diferentes.

4.9.4. Regulacion de la sintesis de TXA; por las sirtuinas

La sintesis de TXA: es el resultado de la accion consecutiva
de varios sistemas enziméticos, que se produce cuando las

plaguetas se activan en presencia de un agonista. En primer lugar,
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se produce la activacion de la cPLA; por el aumento de Ca?
citoplasméatico y su fosforilacion mediada por MAPK%*., A
continuacién, se activa la cPLA,, libera el AA de los fosfolipidos de la
membrana y finalmente éste es metabolizado por el sistema COX-

1/TXA; sintetasa, hasta producir el TXA; (entre otros eicosanoides)®.

Para comprobar si las sirtuinas alteraban de alguna manera
estos procesos enzimaticos, utilizamos el TSA, como inhibidor de las
HDAC clasicas y el CAM, como inhibidor de las sirtuinas. Después de
incubar las muestras durante una hora con los inhibidores, se
estimularon con colageno (1 pg/mL) durante 3 minutos. Los niveles
de TXA; se midieron por ELISA. En la Figura 4.29 observamos como
el CAM produjo una disminucién significativa de la sintesis del TXA,
con respecto a la muestra sin tratar. En cambio, aunque el TSA
mostré una clara tendencia inhibitoria ésta no resulto significativa, al

menos a las concentraciones de agonistas empleadas.

Colageno (1 pg/mL)

250
p<0,005

200

150

TXA; (ng/mL)
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50

0 100 15
CAM (uMm) TSA (uM)
Figura 4.29. El efecto del CAM sobre la sintesis de TXA2 en plaquetas
estimuladas con coldgeno. Las plaguetas se incubaron (1 h., a 37°C), con CAM (0
UM y 100 uM) o con TSA (15 puM) y, se estimularon con colageno (1 pg/mL). A los 3
min se detuvo la sintesis de TXA:z y se detectd la cantidad de TXA:z por ELISA. La
imagen es representativa de 5 experimentos diferentes.

>
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4.9.5. Regulacion de la acetilacion de proteinas en las plaquetas

humanas por las sirtuinas

Si recordamos los primeros resultados obtenidos (Figura 4.1,
4.2 y 4.3), en las plaguetas en reposo aparece un patrén de
proteinas acetiladas en Lys, el cual se altera ligeramente cuando las
plaguetas son estimuladas con un agonista fisiolégico, como es el
colageno. Ademas, si a estas plaquetas se las trata con el TSA, la a-
tubulina se acetilaba de manera significativa. ¢Pero, qué ocurre con
este patron si se trata las plaquetas con el CAM®® un inhibidor
general de las Sirtuinas?

Para estudiar los efectos del CAM en el nivel de acetilacion de
las proteinas plaquetarias, se utilizaron plaquetas lavadas y en
reposo. Estas se incubaron con tampon (control) o con 100 uM de
CAM. A la hora se lisaron las muestras con tampén RIPA y se
inmunodetectaron las proteinas acetiladas en Lys. Inesperadamente,
como se observa en la Figura 4.30, el CAM provoca pocos cambios
en el nivel de acetilacion de las proteinas plaquetarias. Las
diferencias con el Control no resultaban tan llamativas como las
encontradas al tratar las plaquetas con el TSA (Figura 4.3). Sin
embargo, debido a las limitaciones de sensibilidad propias de la
técnica, no podemos descartar que se esté produciendo la

acetilacion de otras proteinas menos abundantes.
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Figura 4.30. La inhibicidén de las sirtuinas provoca pocos cambios en la
acetilaciéon de las Lys de proteinas plaquetarias humanas en reposo. Las
plaquetas se incuban (1 h., a 37°C) con tampén (control) o con CAM (100 uM). A la
hora las plaquetas se lisan y se detectan las proteinas acetiladas. No se observan
cambios significativos entre la muestra control y la de CAM. A la derecha de la
imagen se sefialan los pesos moleculares (kDa). La imagen es representativa de 5
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de a-tubulina
como control de carga.

4.10. Presencia de las sirtuinas en las plaguetas humanas

Actualmente se han descrito 7 sirtuinas diferentes, en
distintos tipos celulares'®. Estas enzimas pueden también tener
diferentes localizaciones dentro de la célula: SIRT1 y SIRT2 se
localizan en citoplasma, y el resto de las sirtuinas en el nucleo y/o
mitocondria. Dado que las plaquetas no poseen nuicleo, la SIRT1y la
SIRT2, pueden ser buenas candidatas para que se encuentren en las
plaquetas humanas y participen en la regulacion de la funcion

plaguetaria.
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Por ello, nos planteamos el estudio de la presencia de SIRT1
y SIRT2 en las plaguetas humanas. Partimos de lisados plaquetarios
de varios donantes, y repetimos el mismo proceso que se utilizd para
detectar la HDAC6. Se identificd la presencia de estas enzimas
empleando anticuerpos especificos para SIRT1 y para SIRT2. Los
resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 4.31, donde se
aprecia que SIRT2 estaba presente en plaguetas humanas,
apareciendo como un doblete, similar a la muestra de hepatocitos
gue se utilizaron como control positivo®’. Sin embargo, SIRT1
aparecia de forma muy débil en las plaquetas, incluso cuando se
aument6 el nimero de plaquetas lisadas a 1x108/uL, aunque si era
clamente visible en la muesta control de hepatocitos.

-

SIRT1
— I o —. —
| — — : Seogina SIRT2
D1 D2 D3 D4
N Plaquetas i Hepatocitos

Figura 4.31. La SIRT1y la SIRT2 estan presente en plaquetas humanas.
Las plaguetas lavadas (1x10%plaquetas/pL) procedentes de 4 donantes distintos (D1-
D4), fueron lisadas con tampén RIPA y inmunodetectadas con un anticuerpo anti-
SIRT1 y anti-SIRT2. Una muestra de hepatocitos lisados (1x108células/mL), se corrid
en paralelo como muestra control. En todos los donantes la SIRT2 estava presente
en plaquetas humanas procedentes de donantes distintos en cantidad mucho mas
importante que SIRT1. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes.

Para confirmar estos resultados, se analiz6 la presencia del
ARNmM de SIRT1 y SIRT2 en las plaquetas. En la Figura 4.32
podemos observar que tanto el ARNm de SIRT2 como de SIRT1
estaban presentes en las plaquetas humanas, aunque la cantidad de
SIRT2 era claramente superior a SIRT1. Este resultado esta en

concordancia con la cantidad de proteinas encontrada.
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Figura 4.32. El ARNm de SIRT1 y SIRT2 estd presente en plaquetas
humanas. El ARN total de las plaquetas se retrotranscribié en presencia (+) o
ausencia (-) de la transcriptasa inversa Moloney murine leukemia Virus. EI ADN
complementario resultante se amplific6 por PCR durante 35 ciclos con cebadores
especificos para SIRT1, SIRT2 y CD45. Las alicuotas (15 pL) de las reacciones de
PCR se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 2% y se tifieron con
SYBR Green Safe. Tanto el ARNm de la SIRT1 como de la SIRT2 estan presentes
en las plaquetas humanas. A la izquierda de la imagen se sefialan los pesos
moleculares. La B-actina se utilizé como normalizador amplificandose 25 ciclos.

4.10.1. Influencia de SIRT2 en la funcion plaquetaria

Para estudiar la influencia de la SIRT2 en la funcion
plaguetaria utilizamos diferentes inhibidores de sirtuinas: CAM (100
uM), EX527 (10 uM) (inhibidor especifico de SIRT1) y AGK2 (10 uM)
(inhibidor especifico de SIRT2). Las concentraciones elegidas eran
las empleadas por diversos autores en otros tipos celulares®®3’, En
la Figura 4.33, la inhibicion especifica de la SIRT1 no afectd a la
agregacion plaquetaria inducida por los agonistas empleados. En
cambio, la inhibicion de SIRT2 provocé una inhibicion significativa de
la agregacion con todos los agonistas, especialmente con el
coldgeno. Sin embargo, la inhibicion obtenida era inferior a la

conseguida con el CAM.

111


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.32.pptx

Agregacion plaquetaria (%)

100

75

50

25

Colageno (1 pg/mL)

0
Control EX527 AGK2 CAM

TSA

(10 uM) (10 uM) (100 M) (15 M)

100

75

50

25

Agregacion plaquetaria (%)

4. Resultados

U46619 (1 pM)

Control EX527 AGK2 CAM

TSA

(10 uM) (10 uM) (100 M) (15 pM)

Trombina (0,1 U/mL)
100

75

50 [ "

25 I

Control EX527 AGK2 CAM TSA
(10 uM) (10 uM) (100 pM) (15 pM)

Agregacion plaquetaria (%)

Figura 4.33. La SIRT2 regula la agregacion plaquetaria. Las plaquetas se
incubaron (1 h., a 37°) con el tampén (control), EX527 (10 pM), AGK2 (10 uM), CAM
(100 pM) o TSA (15 puM). A la hora se estimularon con colageno (1 pg/mL), trombina
(0,1 U/mL) o U46619 (1 pM). Se registro la agregacion durante 3 min y se evalu6 el
porcentaje de agregacién maxima. La inhibicién de SIRT1 no afectd a la agregacion
plaquetaria, en cambio la inhibicion de SIRT2 inhibe la agregacién plaquetaria a
cualquiera de los agonistas, aunque el CAM produce la mayor inhibicién de todas.
*p<0,05, AGK2 o CAM frente a Control; 1p<0,05 CAM vs AGK2. n=5

Resultados similares encontramos con la liberacion de
granulos densos. La inhibicion especifica de la SIRT2 producia una
disminucion significativa de la liberacion, cuando las plaquetas eran
estimuladas por colageno o U46619 (Figura 4.34). En contraste, la
liberacion de la serotonina inducida por el estimulo de la trombina no
se inhibia por el AGK2, aunque si fue significativamente reducida por

la inhibicion del CAM.
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Para comprobar el nivel al que las sirtuinas regulaban la
liberacion de granulos, las plaquetas se estimularon con ionéforo. El
tratamiento con CAM, AGK2 o EX527 no afectd a la liberacion de
serotonina (control, 91%; CAM, 83%; AGK2, 92%; EX527, 86%)
sugiriendo que el punto regulado por SIRT2 se encuentra antes del
incremento de Ca?".
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Figura 4.34. EI AGK2 provoca la disminucion de la liberacion de
granulos densos. Las plaquetas se incubaron (1 h., a 37°C) con tampoén (control) o
con los inhibidores: EX527 (10 puM), AGK2 (10 pM), CAM (100 uM) o TSA (15 pM), y
se estimulan con colageno (1 pg/mL), trombina (0,1 U/mL) o con U46619 (1 uM). Se
registra la agregacion durante 3 min y se evalla la liberacién de 1*C-5HT. Tanto el
estimulo con colageno, trombina o0 U46619 en plaquetas preincubadas con AGK2 o
CAM, tienen una disminucion de la liberacién de serotonina, cosa que no ocurre con
el TSA. n=5, *p<0,05. * AGK2 o CAM vs control; 1p<0,05CAM vs AGK2.

Para comprobar este punto, se estudiaron los movimientos de
Ca?* citoplasmatico y su regulacion por las sirtuinas. La inhibicién de
la SIRT1 no produjo ningtn cambio significativo, independientemente

del agonista utilizado. Por su parte, el TSA indujo una inhibicion
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parcial cuando las plaquetas eran estimuladas con colageno y
U46619. Con respecto a la inhibicion de la SIRT2 por el AGK2, el
efecto sobre el Ca?* citoplasmatico fue muy similar al producido por
CAM, excepto con la trombina, donde el efecto del AGK2 fue menor
(Figura 4.35).
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Figura 4.35. La SIRT2 regula la concentraciéon de Ca?* citoplasmatico.
Las plaquetas cargadas con FURA-2/AM se incubaron (1 h., a 37°C) con tamp6n
(control) o con EX527 (10 puM), AGK2 (10 uM), CAM (100 pM) o TSA (15 pM), y se
estimularon con colageno (1 pg/mL), trombina (0,1 U/mL) o con U46619 (1 uM). El
AGK2 y el CAM producen la mayor disminucién de la concentracion de Ca?'. La
imagen es la media de 5 experimentos diferentes.
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4.10.2. Influencia de las sirtuinas en nivel de acetilacion de las

Lys de proteinas plaquetarias humanas

Con respecto al patrén de proteinas acetiladas en Lys,
decidimos estudiar el efecto sobre el mismo de los distintos
inhibidores de las sirtuinas: CAM, AGK2 o EX527. El patron de
acetilacion de las Lys de las plaquetas de la muestra control era muy
similar al patron obtenido por los distintos inhibidores (Figura 4.36),
no encontrandose ninguna variacion evidente en el nivel de
acetilacion de las Lys. Cabe recordar que con el TSA si que se
producia la acetilacién de la a-tubulina (Figura 4.36). Este resultado
contrastaba con el marcado efecto de la inhibicién de SIRT2 sobre la
agregacion de plaquetas, la liberacion de granulos densos y los
niveles de Ca?* citosdlico inducida por agonistas (Figura 4.26, 4.27 y
4.28 o Figura 4.33, 4.34 y 4.35).

Sin embargo, debido a las limitaciones de sensibilidad propias
de la técnica, no podemos descartar que se esté produciendo la

acetilacion de otras proteinas menos abundantes.
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Figura 4.36. La inhibicién de las sirtuinas no provoca grandes
alteraciones en el patrén de proteinas acetiladas Lys de las plaquetas
humanas en reposo. Las plaquetas se incubaron (1 h., 37°C) con el tampén
(Control) o con CAM (100 uM), AGK2 (10 uM) o EX527 (10 uM). A la hora las
plaquetas se lisaron, se detectaron las proteinas acetiladas en Lys por
inmunodeteccion. No se observaron cambios significativos en el patron, entre la
muestra Control y los distintos inhibidores. A la izquierda de la imagen se sefialan
los pesos moleculares (kDa). La imagen es la media de 5 experimentos diferentes.
En la parte inferior se muestra la cantidad de a-tubulina como control de carga.

4.11. Regulacion de la acetilacion de AKT/PKB mediada por

Sirtuinas

El CAM afectaba muy ligeramente al patrén de proteinas
acetiladas en Lys de las plaquetas, a pesar de los efectos tan
evidentes que tiene sobre la funcion plaquetaria. Este hecho se
podria explicar por el hecho de que las técnicas empleadas son
limitantes y sélo estamos detectando una pequefia fraccion de
proteinas acetiladas, como sugieren los estudios de proteémica en

otros tipos celulares®®. Sin embargo, nuestros resultados previos
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sobre la funcion podrian sugerir que alguna proteina implicada en los
mecanismos de transmision de sefales de las plaquetas, podria ser

diana de las sirtuinas.

AKT/PKB es una de las enzimas clave implicadas en la
transduccién de sefiales en las plaquetas, participa en la agregacion
plaguetaria, la liberacion de granulos densos y los movimientos de
Ca?1%8.139  Ademas, se ha descrito como en otros tipos celulares la
actividad de AKT esta regulada por procesos de acetilacion*. Por lo
tanto, ésta proteina podria ser una buena candidata para que, las
plaguetas, su actividad sea regulada.

Para probar esta hipotesis, se incubaron las plaguetas con los
inhibidores: AGK2, CAM, TSA o sin inhibidores. Después de una
incubacién de 1 hora a 37°C, se inmunoprecipitdé AKT y se detecto su
nivel de acetilacion con el anticuerpo contra las proteinas acetiladas
en Lys. En los resultados obtenidos se puede observar que el nivel
de acetilacion de la AKT se encuentra aumentado en la muestra
incubada con AGK2 y CAM, mientras que la cantidad total de AKT se
mantiene sin cambios (Figura 4.37). Por su parte, el TSA no indujo

cambios en la acetilacién de AKT.
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Figura 4.37. La incubacion con AGK2 o CAM aumenta el nivel de
acetilacion de la AKT en plaquetas en reposo. Las plaquetas lavadas fueron
incubadas durante 1 h. a 37°C con: 15 uM de TSA, 100 uM de CAM, 10 pM de
AGK2 o con el tampon (control). Después se lisaron las plaquetas y se
inmunoprecipité AKT. Posteriormente se utilizd el anticuerpo contra proteinas
acetiladas en Lys. El nivel de acetilacion de AKT se encuentra aumentado en la
muestra preincubada con AGK2 y CAM con respecto al control. La imagen es
representativa de 3 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la
cantidad de AKT como control de la inmunoprecipitacion.

El resultado anterior indica que AKT se acetila en presencia
de inhibidores de las sirtuinas, mas especificamente con la inhibicién
de la SIRT2. Nos planteamos entonces si podia existir alguna
interferencia entre los procesos de acetilacion y fosforilacion de AKT.
Pare ello observamos el estado de fosforilacion de AKT, tanto en la
Ser*”® como en la Thr3%, ya que éste es un requisito que marca la
actividad de AKT**, En la Figura 4.38 se puede ver que en plaquetas
en reposo la AKT apenas esta fosforilada, en ambos residuos, y la
incubacién con el AGK2 no modifica la fosforilacion de AKT. La
agregacion inducida por el colageno incrementé de forma
significativa el nivel de fosforilacion de AKT, como se ha descrito
previamente!®®13  Sin embargo, cuando las plaguetas son incubadas
con el inhibidor de la SIRT2, previamente a la estimulacién con
colageno, ya no se produce ningun incremento en la fosforilacion de
ninguno de los dos residuos de la AKT, lo que sugiere un efecto de la

acetilacion sobre la funcion de AKT.
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Figura 4.38. La incubacion con AGK2 disminuye la fosforilacion de la
AKT en plaguetas estimuladas. Las plaquetas en reposo (control) o plaquetas
estimuladas con colageno (1 pg/mL) fueron preincubadas (1 h., a 37°C), con o sin
AGK2. A los 3 min de la agregacion las muestras fueron lisadas y se inmunodetect6
AKT fosforilada en Ser4”® o Thr3%8, El nivel de fosforilacion de AKT se encuentra
aumentado, en los residuos de Ser*® y Thr3%, en plaquetas estimuladas con
colageno (1 pg/mL) respecto al control; pero las incubadas con AGK2 (10 uM) no
aumentan su nivel de acetilacion respecto al control. La imagen es representativa de
3 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de a-tubulina
como control de carga.

Para estudiar si la acetilacion de AKT altera su funcion, se
evalué la fosforilacién de la GSK-3B, sustrato de la AKT*®. Como
hemos visto en la Figura 4.37, al tratar las plaquetas con el AGK2, la
fosforilacion de AKT inducida por colageno no se producia. En
paralelo encontramos que el tratamiento con AGK2 bloqueéd la
fosforilacion de GSK-38, lo que sugeria que la acetilacion de AKT

inhibia su funcion (Figura 4.39).
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Figura 4.39. La incubacion con AGK2 disminuye el nivel de
fosforilacion GSK-3B. Las mismas muestras que en el apartado anterior se
utilizaron para inmunodetectar la GSK-33 fosforilada en Ser®, Se observd que la
incubacion con el AGK2 reduce la fosforilacién de la GSK-3B en la Ser®, cuando las
plaguetas son estimuladas con colageno. La imagen es representativa de 3
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de a-tubulina
como control de carga.

Finalmente, hemos explorado el papel fisiolégico de la
acetilacion de AKT en la agregacion plaquetaria. Se estimularon las
plaquetas con colageno y se determiné el nivel de acetilacién de AKT
mediante su inmunoprecipitacion. La agregacion plaquetaria debida
al estimulo con coldgeno produjo acetilaciéon de AKT (Figura 4.40).
Este resultado apoya el papel importante de la acetilacion de AKT en

la funcién plaquetaria.

IP: AKT
WB: Acetil-Lys
WB: AKT

Control Colageno

(1 pg/mL)
Figura 4.40. La estimulacién con colageno provoca acetilacion de AKT.
Las plaquetas en reposo o estimuladas con colageno (1 pg/mL) fueron lisadas,
posteriormente se imnunoprecipité AKT y finalmente de inmunodetect6 el nivel de
acetilacion AKT mediante la utilizacion de un anticuerpo contra las proteinas
acetiladas. La agregacion induce la acetilacion de AKT. La imagen es representativa

de 3 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad de AKT
control.
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4.12. La fosforilacion de STAT3 en las plaquetas esta mediada

por la sintesis de TXA:

Varios autores han destacado la presencia, en principio
inesperada, de factores de transcripcion en las plaquetas, asi como
un papel para los mismos en sus sistemas de transmision de
sefales®. Uno de ellos es el STAT3, el cual participa en la respuesta
plaquetaria mediada por el colageno, a través del receptor GPVI®.
Por otra parte, también se ha descrito que STAT3 forma parte de la
transmision de sefales en las plaquetas mediada por varias
citocinas, como la TPO%4 o Leptina®. Todos ellos, cuando
estimulan a la plaqueta, provocan la fosforilacion de STAT3 y su
activacion. Sin embargo, desconocemos mudltiples aspectos de la
participacion de STAT3 en los sistemas de transmision de sefiales en
las plaquetas.

Desde hace varias décadas es conocida la importancia de la
sintesis del TXA2 en la funcién plaquetaria, al formar parte de la
amplificacion de la respuesta plaquetaria*?. En cambio, poco se
sabe de los mecanismos de transmision de sefiales implicados en
esta respuesta plaquetaria. Nos planteamos por tanto estudiar la
posible participacién de STAT3 en la respuesta plaquetaria al TXA.,

mediada por su receptor.

En primer lugar, decidimos comprobar si la fosforilacion de
STATS3 estaba regulada por el coldgeno, como previamente se habia
descrito®. Se realizé un estudio cinético con distintos tiempos de
agregacion plaquetaria (0, 30, 60, 180, 300 seg). Pasados estos
tiempos se detuvo la agregacion, lisando las plaquetas con tampén

RIPA; y se detectd la forma fosforilada (activa) de STAT3, empleando
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un anticuerpo especifico contra la Tyr’®. En la cinética de la
agregacion plaquetaria inducida por colageno (1 pg/mL), observamos
que la fosforilacién de la STAT3 aumenta de manera significativa con
el tiempo (Figura 4.41). Estos resultados apoyaban la anterior

publicaciéon de Zhou et al*®.

S B S e B P.STAT3 Ty
T — - s— e———— STAT3

0 30 60 180 300 seg
<€ >

Colageno (1 pg/mL)

Figura 4.41. El colageno produce una cinética de fosforilacién de
STATS3. Las plaquetas se estimularon con 1 pg/mL de colageno a distintos tiempos
de 0 a 300 seg. Pasado el tiempo de agregacion, las plaquetas se lisaron con
tampon RIPA y se inmunodetectd la forma fosforilada de STAT3. Se observa un
aumento de la fosforilacion de STAT3 con el tiempo de agregacién. Las imagenes
son representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se
muestra la cantidad total de STAT3 como control de carga.

Sin embargo, sabemos que la respuesta de las plaquetas,
sobre todo a concentraciones bajas de coladgeno, es muy
dependiente de la sintesis del TXA,*3. Por lo tanto, nos preguntamos
si la fosforilacion de STAT3 estaba directamente inducida por el
colageno o podia estar mediada por la sintesis de TXA. actuando
sobre su receptor. Para comprobar esta hipotesis, decidimos tratar
las plaquetas con un bloqueante del receptor del TXA;, el SQ29,548

(SQ) (1 pM).
En la Figura 4.42 se observa como el bloqueante produce una
disminucion significativa del nivel de fosforilacion de STAT3 inducido

por el coldgeno, sugiriendo que, al menos en parte, la fosforilacion de

STAT3 estd mediada por la sintesis de TXA..
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Figura 4.42. El blogqueo del receptor del TXA: disminuye la
fosforilacién de STAT3 al estimular con colageno. Las plaguetas se incuban (10
min, a 37°C) con o sin SQ (1 puM). Seguidamente, se estimularon durante 300 seg
con colageno (1 pg/mL). Las muestras se lisaron y se inmunodetectd la fosforilacion
de STAT3. ElI SQ impidié la fosforilacion del STAT3 cuando las plaguetas eran
estimuladas con colageno. La imagen es representativa de 5 experimentos
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 como control
de carga.

Para poder confirmar el resultado anterior, decidimos
bloquear la sintesis del TXA, mediante el empleo del AAS. Se
conoce que la concentracion elegida (100 uM), es suficiente para
inhibir la sintesis del TXA;!*4. En la Figura 4.43 podemos observar
gue el colageno produce una cinética de fosforilacion de STATS3,
como ya habiamos visto, pero en las plaguetas que habian sido
previamente tratadas con AAS, se impide esta fosforilacion de
STAT3, a cualquier tiempo de la cinética, confirmando Ila

participacion del TXA; sintetizado en la fosforilacion de STATS.
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Figura 4.43. EI AAS impide la fosforilacion de STAT3 al estimular con
colageno. Las plaquetas se incuban (10 min, a 37°C) con el tampdn o con AAS (100
puM) y se estimulan con colageno (1 pg/mL). A los distintos tiempos, se lisan las
plaquetas y se detecta la fosforilacion de STAT3. El nivel de fosforilacion de STAT3
disminuye cuando las plaquetas son tratadas con AAS 100 uM y pierden la cinética
de fosforilacion, que se produce cuando son estimuladas con colageno 1 pg/mL. La
imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se
muestra la cantidad STAT3 como control de carga.

Para evaluar si el TXA2y su unién a su receptor era capaz de
inducir la fosforilacion de STAT3, empleamos dos analogos de esta
molécula estructuralmente diferentes como son el U46619 y el IBOP.
Empezamos realizando una cinética de agregacion, a los mismos
tiempos que se habian utilizado con el colageno. Las dosis utilizadas
fueron de 1 pM de U46619 y 10 nM de IBOP?., En la Figura 4.44
podemos observar que los dos analogos del TXA. inducen la
fosforilacion de STAT3 y que ésta aumenta con el tiempo de

agregacion.
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Figura 4.44. El U46619 y el IBOP producen una cinética de fosforilacion
de STAT3. Las plaquetas se estimularon con 1 pM de U46619 y 10 nM de IBOP a
distintos tiempos, desde 0 a 300 seg. A continuacion, se lisaron las muestras y se
inmunodetect6 la forma fosforilada de STAT3. A mayor tiempo de agregacién mayor
nivel de fosforilacion de STAT3. Las imagenes son representativas de al menos 5
experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3
como control de carga.

Para comprobar la especificidad de los analogos del TXA;,
bloqueamos el receptor del TXA, con SQ. En estas condiciones,
como era de esperar el U46619 no produjo agregacion plaquetaria
pero tampoco fue capaz de inducir la fosforilacion de STATS,
demostrando la implicacion del receptor del TXA; en este proceso
(Figura 4.45).

e — P-STAT3 Tyr1

— — — STAT3
0 300 300 seg
€«

SQ (1uM)

A

U 46619 (1 uM)

Figura 4.45. El bloqueo del receptor del TXA:z impide la fosforilacion de
STATS3 al estimular con U46619. Las plaquetas se incuban con el tampén o con SQ
(1 pM). A los 10 min se estimularon y seguidamente se lisaron. El U46619 (1 pM)
aumenta la fosforilacion de STAT3, pero el tratamiento previo con el SQ impide la
fosforilacion del STAT3. La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes.
En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 como control de carga.
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También utilizamos otros agonistas plaquetarios vy
comprobamos si eran capaces de producir la fosforilacién de STAT3
por ellos mismos o eran dependientes de la sintesis del TXA.. En
esta ocasion utilizamos el ADP a una concentracion de 10 uM,
agonista que no es dependiente del TXA2 en la amplificacion de la
respuesta plaquetarial®®. El resultado que obtuvimos es que la
fosforilacion de STAT3 no varia con la cinética de agregacion al ADP
(Figura 4.46). Por lo tanto, todos estos resultados apoyan el concepto
de que la fosforilacion de STAT3 si que es dependiente de la sintesis
de TXA..

- | P-STAT3 Tyr0s

S—— — — e STAT3

0 30 60 180 300 s;g

ADP (10 uM)

Figura 4.46. El ADP no produce una cinética de fosforilaciéon de STAT3.
Las plaquetas se estimularon con 10 uM de ADP a distintos tiempos, desde 0 a 300
seg. A continuacion, se lisaron las muestras y se inmunodetecto la forma fosforilada
de STATS3. La agregacion plaquetaria no produce cambios en el nivel de fosforilacion
de STAT3. Las imagenes son representativas de al menos 5 experimentos
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 como control
de carga.

<€

Otro agonista que utilizamos fue la trombina (1 U/ml) que si
gue es parcialmente dependiente de la sintesis de TXAyMS,
Repetimos el mismo experimento de la cinética de agregacion y
observamos que la trombina era capaz de producir la fosforilacion de
STATS3 al utilizar el SQ se produjo la reversioén de esta fosforilacion
(Figura 4.47). Estos resultados confirman que la fosforilacion de

STAT3 es, al menos en parte, dependiente de la sintesis del TXA..
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Figura 4.47. La trombina produce una cinética de fosforilacion de
STAT3 que se revierte con el SQ. La cinética de agregacion de las plaquetas con
trombina (1 pM) produjo la fosforilada de STAT3, pero el SQ (1 puM) disminuy6 la
fosforilacion a una intensidad similar al tiempo 0 de la agregacion. Las imagenes son
representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se
muestra la cantidad total de STAT3 como control de carga.

Dado los resultados obtenidos hasta el momento, decidimos
estudiar la participacion de las vias de amplificacién de la agregacion
plaguetaria inducida por el TXA;, como es la liberacién de los
nucleétidos de ADP y la agregacion mediada por la activacion de la

Gp aipPs.

En esta ocasion utilizamos dos inhibidores distintos: el
2MeSAMP que bloquea el receptor del ADP, P;Y1; y el RGDS que
impide la agregacion plaquetaria mediada por Gp aipPs. En la Figura
4.48 se observd como la fosforilacion de STAT3 inducida por el U46619
disminuye parcialmente con el bloqgueo de P2Y12, pero no de la
agregacion, sugiriendo que la fosforilacion de STAT3 es independiente
de la agregacion plaquetaria pero dependiente de la liberacién de ADP.
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2MeSamp RGDS
(10 pM) (100 pM)

¢ U46119 (1 uM)

Figura 4.48. El 2MeSamp impide la fosforilacion de STAT3 inducida por
el U46619, en cambio el RGDS no bloquea la fosforilacion. El 2MeSamp (10 pM)
disminuye la fosforilaciéon de STAT3 inducida por el U46619 (1 uM), en cambio el
RGDS (100 pM) no produce alteracion de la fosforilacion. Las imégenes son
representativas de al menos 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se
muestra la cantidad total de STAT3 como control de carga.

Como ya se ha comentado previamente, STAT3 participa en
la transmision de sefales inducida por el TPO, tanto en plaguetas
como en megacariocitos®. Nos preguntamos si también la
fosforilacion de STAT3 inducida por el TPO podia estar mediada por
la sintesis de TXA,. Para ello empleamos el Romiplostin
(Romiplostin, Amge Europe, Breda, Holanda), analogo del TPO, y
estudiamos qué ocurria con el nivel de fosforilacibn de STAT3 si
previamente al estimulo con TPO bloquedbamos el receptor del
TXA,. Decidimos, por una parte, realizar agregaciones con
concentraciones crecientes de TPO (0, 10, 50 y 100 ng/mL). Por otra
parte, se repiti6 la agregacién de mas concentracion de TPO (100
ng/mL), pero tratando previamente la muestra con el SQ (1 uM). En
la Figura 4.49 se observa como el TPO produce la fosforilacion de
STAT3 de manera dosis dependiente y con un aumento mayor que
cualquiera de los agonistas utilizados. Con respecto a la muestra que
habia sido tratada con el SQ, se produce una disminucion parcial de

la fosforilacion, sugiriendo que al menos en parte la fosforilacion de
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STAT3 inducida por TPO estid también mediada por la sintesis de
TXA:.

m P-STAT3 Tyr1ts

S - e s STAT3
0 10 50 100 100

<>
SQ (1 uM)
<€ >
TPO (ng/mL)
Figura 4.49. El TPO fosforila de STAT3 de forma dosis dependiente y
SQ bloquea parcialmente su fosforilacion. Las plaquetas se estimularon con dosis
crecientes de TPO (0, 10, 50 y 100 ng/mL). El mismo proceso, se repitio, pero
tratando previamente con SQ (1 uM) a la muestra que se estimulé con el TPO mas
concentrado. A los 5 min se lisaron y se inmunodetecté la forma fosforilada de
STAT3. Se observa como el TPO provoca la fosforilacién de STAT3, siendo mayor,
cuando la concentracion era mas alta. Pero, el SQ bloquea esta fosforilacion,
aunque no la revierte. La imagen es representativa de al menos 5 experimentos
diferentes. En la parte inferior se muestra la cantidad total de STAT3 como control
de carga.

4.13. Implicaciones funcionales de la inhibicién de STAT3

Por los resultados obtenidos hasta el momento, parece ser
gue la fosforilacion de STAT3 es importante en el mecanismo de
transmision de sefiales mediado por el receptor del TXA,, pero ¢tiene
algun tipo de implicacién en la funcién plaquetaria? Una manera de
dar respuesta fue mediante la utilizaciéon de un inhibidor especifico
del STAT3, el STA21. Esta molécula no permite la dimerizacion del

STAT3 impidiendo, de esa manera, su fosforilacion y activacion®®.
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4.13.1. Laregulacion de la agregacion plaquetaria por STA21

En primer lugar, se estudid la agregaciéon, mediante la
utilizacion de plaquetas que habian sido previamente incubadas
durante 10 minutos a 37° con el STA21, a distintas dosis (0, 6, 12, 25
y 50 uM). Para inducir la agregacién plaquetaria se utilizaron dos
agonistas, en esta ocasion fueron: U46619 1 uM y colageno 1 pg/mL.
En la Figura 4.50 se observa, como con las dosis mas altas de
STA21, se produce una inhibicion significativa de la agregacién
plaguetaria al estimular con U46619. Lo mismo ocurre con el

colageno, como ya habian comentado otros autores®.

U46119 (1 uM) Colageno (1 pg/mL)
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Figura 4.50 El efecto del STA21 sobre la agregacion plaquetaria. Las
plaquetas se incuban (10 min, 37°C) con las dosis indicadas de STA21. A los 10 min
se estimulan con U46619 (1 uM) o colageno (1 pg/mL), se registra la agregacion
durante 5 min y se evalla el porcentaje de agregacion maxima. El STAT21 provoca
una inhibicion dosis dependiente de la agregacion cuando las plaquetas son
estimuladas con U46619 y colageno. La imagen es representativa de al menos 10
experimentos diferentes.
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4.13.2.La regulacion de la liberacion de granulos densos por el
STA21

El siguiente paso fue estudiar si el STA21 regulaba la
secrecion de granulos densos. En la Figura 4.51 se observa que al
incubar las plaquetas con dosis crecientes de STA21 se producia
una reducciéon significativa de la liberacion de ATP en plaquetas
estimuladas con U46619. Esta inhibicion se producia a dosis mas
bajas de STA21 que la inhibicion de la agregacién. Resultados
parecidos se obtuvieron con el coldgeno (1 pg/mL).

U46119 (1 M) Colageno (1 pg/mL)
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Figura 4.51. El efecto del STA21 sobre la liberacién de granulos
densos. Las plaguetas se incubaron (10 min, a 37°C) con el inhibidor el STAT1 (O,
6, 12, 25 y 50 pM), y se estimulan con U46619 (1 uM) o colageno (1 pg/mL). Se
registra la liberaciéon durante 5 min. El STA21 provoca una inhibicion significativa de
la liberacion cuando las plaquetas son estimuladas con U46619 y colageno. La
imagen es representativa de al menos 10 experimentos diferentes.

En paralelo a los experimentos de agregacion plaquetaria y
liberacion, se estudidé qué ocurria con el nivel de fosforilacién del
STAT3 al estimular las plaguetas con U46619 o coladgeno y en
presencia del inhibidor de STAT3, el STA21. Encontramos que la
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fosforilacion de STAT3 se comportaba en paralelo con la funcion
plaguetaria, es decir, que cuando se inhibe la agregacién debido a la
presencia del inhibidor, se produce una disminucion de la
fosforilacion de STAT3 (Figura 4.52).

U46619 Colageno
(1 mM) (1 mg/mL)

« > « >
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Figura 4.52. Efecto del STA21 en la fosforilacion de la STAT3 en
plaguetas estimuladas con distintos agonistas. Las plaquetas se incubaron (10
min, a 37°C) con el STAT21 (0, 6, 12, 25 y 50 uM), y se estimulan con U46619 (1
pUM) o con coladgeno (1 pg/mL). A los 5 min se lisan las plaquetas y se detecta la
fosforilacion de STAT3. Los agonistas provocan un aumento del nivel de fosforilacién
de STATS3 con respecto al control, en cambio el STAT21 provoca una disminucion. A
mas concentracion del inhibidor menor nivel de fosforilacién. La imagen es
representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se muestra la
cantidad de STAT3 como control de carga.

Para finalizar el estudio de la fosforilaciéon de STAT3 mediada
por el TXA:, se decidi6 repetir el estudio de agregaciéon plaquetaria y
liberacion de granulos, pero en esta ocasion, se utilizaron de manera
simultdnea los dos inhibidores, el STA21 y el SQ. En primer lugar, se
incubaron plaquetas lavadas con distintas combinaciones, es decir,
unas plaquetas control, otras con 50 pM de STAZ21, otras con 1 pM
de SQ, y la combinacion de ambos inhibidores. Pasados los 10
minutos de incubacion se estimularon las distintas muestras con 1
ug/mL de colageno. En la Figura 4.53 se puede observar como la

agregacion plaquetaria disminuye de manera significativa con ambos
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inhibidores, tanto combinados como por separado. Ademas, no se
observa efecto acumulativo de inhibicibn sobre la agregacién al

coldgeno, cuando se utilizan ambos inhibidores simultdneamente.

Colageno (1 pg/mL)

-
(=}
o

50 *

25

Agregacion plaquetaria (%)

0
STA21 = - + +
(50 um)
$029,548 - + - +
(1 M)

Figura 4.53. El efecto conjunto del STA21 y el SQsobre la agregacion
plaguetaria. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37°C) con los inhibidores STA21
(50 pM) y SQ (1 uM) (- ausencia, + presencia), y se estimulan con colageno (1
pg/mL). Se registra la agregacion durante 5 min y se mide el porcentaje de
agregacion. El STA21 y el SQprovocan una inhibicion significativa de la agregacion
cuando las plagquetas son estimuladas con colageno. n=5, *p<0,001; **p=0.000.

Con respecto a la liberacion de granulos densos, los
resultados obtenidos van en paralelo a la agregacion, es decir,
ambos inhibidores (STA21 y SQ) producen una disminucién
significativa de la liberacion. Cuando se combinan ambos inhibidores
no se observa un efecto acumulativo (Figura 4.54). Todos juntos,
estos resultados sugieren que el TXA. es el responsable de la
fosforilacion de STAT3 inducida por colageno.
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Figura 4.54. El efecto conjunto del STA21 y el SQsobre la liberacion
plaquetaria. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37°C) con los inhibidores STA21
(50 pM) y SQ (1 pM) (- ausencia, + presencia), y se estimulan con colageno (1
pg/mL). Se registra la liberacion durante 5 min y se evalla la liberacion de ATP. El
STA21 y el SQ provocan una inhibicién significativa de la agregacion cuando las
plaquetas son estimuladas con colageno. N=5

Como en el apartado anterior decidimos ver como eran los
niveles de fosforilacion de STAT3, cuando las plaquetas eran
tratadas juntamente con el inhibidor especifico de STAT3 (STA21) y
el inhibidor de receptor del TXA.. Se repitieron las mismas
agregaciones en las que se habia evaluado el porcentaje de
inhibicibn causada por los inhibidores, pero en esta ocasion se
lisaron las plaquetas con tampén RIPA y se inmunodetect6 la forma
fosforilada de STAT3 mediante el uso de un anticuerpo especifico.
En la Figura 4.55 podemos observar que ambos inhibidores el SQ vy
el STA21, producen una disminucién del nivel de fosforilacion de
STAT3, tanto si se estimula con U46619 como con coldgeno,

produciéndose un sinergismo entre los dos inhibidores.
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Figura 4.55. El efecto conjunto del STA21y el SQsobre la fosforilacion
de STAT3. Las plaquetas se incubaron (10 min, a 37°C) con los inhibidores STA21
(50 uM) y SQ (1 pM) (- ausencia, + presencia), y se estimulan con U46619 (1 uM) o
con coladgeno (1 pg/mL). La agregacion se detiene a los 5 min con tampon Ripa y se
detectd la forma fosforilada de STAT3. Al incubar con El STA21 y el SQ29,548
disminujo significativa del nivel de fosforilacion de STAT3 con a la muestra sin
inhibidor, cuando las plaquetas eran estimuladas con cualquiera de los dos
agonistas, habiendo una disminucion mayor cuando se unieron los dos inhibidores.
La imagen es representativa de 5 experimentos diferentes. En la parte inferior se

muestra la cantidad de STAT3 como control de carga.
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5. DISCUSION

La regulacion de la funcién plaguetaria mediada por los
procesos de acetilacién/deacetilacion de proteinas, asi como la
inesperada participacion de los factores de transcripcion en los
sistemas de transmision de sefiales de las plaquetas humanas son
aspectos poco o nada conocidos de control de las respuestas de las
plaguetas. Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran por
primera vez que la acetilacion/deacetilacion enzimatica de proteinas
no histonas juega un papel importante en distintos aspectos de la
regulacion de la funcion plaquetaria. Las enzimas reguladoras de la
deacetilacion, HDAC clésicas y las sirtuinas participan de manera
activa en la agregacion plaquetaria, la liberacion de granulos densos,
el incremento de Ca?" y la sintesis de TXA.. Estas respuestas
plaquetarias estan especialmente reguladas por la acciéon de dos
enzimas, la HDACG6 y la SIRT2, aunque no se puede descartar la
participacién de otras HDAC clasicas o sirtuinas. Por otra parte,
nuestros resultados indican que la fosforilacion de STAT3 inducida
por el colageno, estd en realidad mediada en gran parte por la
amplificacion de la sintesis de TXA,, actuando sobre su propio

receptor.

La acetilacion de las histonas es una modificacion
postraduccional que se conoce desde hace mas de 50 afios, sobre
todo por su papel en el nucleo, donde estd bien establecida su
participacion como mecanismo de regulacion de la expresion
génical*’. No fue hasta el afio 2009, cuando aparecié un trabajo

germinal de Choudhary et al.®® en el que se demuestra mediante un
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enfoque protedmico que la acetilacién de proteinas es un fenbmeno
mucho mas extendido de lo conocido, y con funciones mas alla del
ndcleo, es decir, en el citoplasma, donde tiene importantes
implicaciones fisiolégicas y fisiopatolégicas!*®. De hecho, se ha
llegado a sugerir que la acetilacién/deacetilacion de las proteinas
histonas y no histonas constituye un mecanismo de modificacion
postraduccional comparable al de la fosforilacibn en cuanto a
complejidad e implicaciones funcionales™. Este descubrimiento ha
dado lugar a la aparicion del término “acetiloma”®, que incluiria el
conjunto de proteinas acetiladas (o acetilables) y que se considera
que podria llegar a tener una importancia y complejidad semejante al
de la fosforilacién de Ser y Thr en diferentes proteinas celulares*.
Sin embargo, y con la evidente excepcion de la acetilacion no
enzimética de la COX-1 por el AAS, la acetilacion enzimética de
proteinas en las plaquetas como mecanismo de transmisién de

sefales no habia sido previamente explorada.

Por todo ello, el primer objetivo que se plante6 en esta Tesis
era estudiar si en plaguetas humanas existian proteinas acetiladas
en Lys’™ 1% En los resultados obtenidos se ha demostrado la
existencia de un patrén de proteinas acetiladas en plaquetas
humanas en reposo (Figura 4.1) que se altera al inducir la agregacion
plaguetaria en presencia de colageno (Figura 4.2), pero también con
otros agonistas plaquetarios (no se muestra). Por lo tanto, en células
anucleadas como las plaquetas, también se producen procesos de
acetilaciéon/deacetilacion. Recientemente ha aparecido un estudio
proteémico en el que se han identificado unos 552 sitios de
acetilacion distintos en 273 proteinas plagquetarias’®. Esta

observacién apoya nuestro resultado de que en plaquetas existe un
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patrén caracteristico de proteinas acetiladas. Ademas, estos
resultados sugieren que el proceso de acetilacion/deacetilacion en
las plaquetas debe ser importante y plantea la posibilidad de pensar
en la existencia de un acetiloma plaquetario comparable al
fosfosoma, tan importante para la funcién plaquetaria®®=°. Este
acetiloma plaquetario incluye proteinas implicadas en el
metabolismo, proteinas del citoesqueleto, proteinas que forman parte
de los mecanismos de transmisién de sefales, e incluso proteinas

que participan en la liberacién de los granulos®®2,

Nos planteamos entonces estudiar los mecanismos que
regulan la acetilacién/deacetilacion de proteinas en las plaquetas.
Para ello, utilizamos un inhibidor de las HDCA como es el TSA®. Los
resultados revelaron que la incubacion de las plaquetas en reposo
con el TSA producia un aumento considerable de la acetilacion de
una proteina de un tamafio aproximado de 50 kDa (Figura 4.3).
Posteriormente, y mediante el empleo de la microscopia confocal e
imnunodeteccion, se identificd a la proteina como la a-tubulina en su
forma acetilada (Figura 4.4). Los resultados de microscopia
mostraron que en plaquetas en reposo la a-tubulina, al menos en
parte, se encuentra parcialmente acetilada formando un anillo bajo la

membrana citoplasmatica de la plaqueta (Figura 4.5).

Este resultado confirmaba un estudio previo que demostraba
coémo la acetilacion del aminoacido Lys*® de la a-tubulina favorece la
estabilizacién del microtubulo, permitiendo a las células mantener su
forma'®*1%4, En condiciones normales las plaquetas circulan en forma
de disco; cuando se adhieren y activan sufren un drastico cambio de
forma, con extension de pseudopodos, aumentando su tamafio de

manera significativa. En este proceso, la reorganizacion de las

141


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.3.pptx
file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.4.pptx
file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.5.pptx

5. Discusién

proteinas del citoesqueleto y de la estructura de microtibulos, juegan
un papel muy importante. Una proteina clave es la a-tubulina, la cual
tiene la capacidad de polimerizarse formando largas fibras que
contribuyen a la emisiébn de pseudopodos durante la activacion

plagquetarial®®1°¢,

Por ello, decidimos continuar estudiando la implicacién de la
acetilacion de la a-tubulina en una respuesta plaquetaria muy
importante, como es la agregacion. Observamos que, con la
agregacion plaquetaria a diferentes agonistas plaquetarios, se
produce una deacetilaciéon de la a-tubulina (Figura 4.10), confirmando
un resultado que habia sido ya descrito previamente por Sadoul et
al'?>. Pero fuimos un paso mas alld y quisimos demostrar si este
proceso era dependiente de la agregacion mediada por la Gp s,
para lo cual bloqueamos la agregacion empleando RGDS. En estas
condiciones encontramos que la activacion con agonistas no inducia
la deacetilacién de la a-tubulina en ausencia de agregacion (Figura
4.11). Este resultado sugiere que la senalizacion “fuera-dentro”, a
través de receptor de la integrina Gp ainBs'?, es clave en el proceso

regulador de la deacetilacion de la a-tubulina.

El siguiente paso que nos plantemos era averiguar qué
enzima era la responsable de la acetilacion/deacetilacion de la a-
tubulina en las plaquetas. En distintos tipos celulares, se habia
demostrado ampliamente que la deacetilacion de la a-tubulina era
dependiente de HDAC6 y de la SIRT2'%. En cambio, poco se sabe
sobre las acetiltransferasas responsables de la acetilacion de la a-
tubulina. Sadoul et al. describieron la presencia de la HDACG6 en las
plaguetas y su participacion en la deacetilacién de la a-tubulinal?®,

observacion que se confirma en esta Tesis al comprobar de nuevo
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gue HDACG6 esta presente en las plaquetas (Figura 4.7) y que su
inhibicién es responsable del incremento de la acetilacién de la a-

tubulina.

Inesperadamente, y a pesar de la disminucion del nivel de
acetilacion de la a-tubulina en el lisado celular de plaquetas
agregadas (Figura 4.6), se observé un aumento en la presencia de la
a-tubulina acetilada en el citoesqueleto cuando las plaquetas se
agregaban con colageno (Figura 4.8). La diferencia en la acetilacion
de la a-tubulina en el lisado celular completo y el citoesqueleto
sugiere que la acetilacion de la a-tubulina podria desempefar un
papel importante en la reorganizacion del citoesqueleto. Ademas,
también se encontré6 que la HDAC6, de manera similar a la a-
tubulina, se incorpora al citoesqueleto reorganizado inducido por el
agonista (Figura 4.9). Mediante este proceso, la HDAC6 estaria en
una posicion donde podria ejercer su actividad en la regulacion de la
reorganizacion del citoesqueleto. Sin embargo, son necesarios mas
estudios para dilucidar los efectos reguladores de la HDAC6 sobre la
reorganizacion del citoesqueleto ya que resultados preliminares de
nuestro laboratorio muestran que son muchas las proteinas
acetiladas que se incorporan al citoesqueleto durante la agregacion

plaguetaria (no se muestra).

Al examinar las implicaciones funcionales de la inhibicién de
la HDACG6 y la deacetilaciéon de la a-tubulina, en la agregacion
plaquetaria, la secreciéon de granulos y los incrementos de Ca?,
(estudio que no se habia realizado previamente por Sadoul et al'?),
se encontrd que la incubacion de las plaquetas con el TSA reducia
parcialmente las respuestas plaquetarias inducidas por colageno y
U46619 (Figura 4.12, 415y 4.17). Cabe destacar que la inhibicion de
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la funcién plaguetaria por el TSA se correlaciona con el incremento
de la acetilacion de la a-tubulina que impide la activacion plaquetaria
(Figura 4.16). Estos resultados apoyan la asociacién entre la
agregacion plaquetaria y la deacetilacion de la a-tubulina. En
conjunto, los datos sugieren que la inhibicién de las HDCA por el
TSA puede constituir un nuevo mecanismo regulador de varios
aspectos de la funcién plaquetaria, muy probablemente relacionados
con el efecto del TSA sobre la acetilacion de la a-tubulina, aunque no
podemos descartar que se esté produciendo también la acetilacion
de otras proteinas substratos de la HDACS.

Para poder confirmar la responsabilidad de la HDACG6 en la
inhibicion plaquetaria inducida por la TSA, se incubaron las plaguetas
con TBA, inhibidor especifico de la HDAC6. Se obtuvieron resultados
semejantes tanto en la funcion plaquetaria (Figura 4.18) como en la
acetilacion de la a-tubulina (Figura 4.19) a los obtenidos con el TSA,
lo que confirmaria el papel principal de HDACG6 en la regulacién de la

funcién plaquetaria entre las distintas HDAC.

Sin embargo, son necesarios mas estudios para determinar
los mecanismos por los que la acetilacion de la a-tubulina regula las
distintas respuestas funcionales de las plaquetas. Existen estudios
en los que se ha demostrado que la polimerizacion de la a-tubulina
regula el aumento de Ca 2* en el citoplasma® y que también regula la
liberacion de granulos®®®, aunque se desconoce como la acetilacion
de la a-tubulina puede participar en estos procesos. Ademas se ha
demostrado que la deacetilacion de la a-tubulina es un requisito
previo para la polimerizacion de la a-tubulina, proceso vinculado a la
formacion de contactos de adhesion en los fibroblastos!?. Por lo

tanto, estos primeros resultados, estaban en concordancia con los ya
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publicados por Sadoul et al.'?®, quien estudia como la adhesion

plaguetaria esta regulada por la acetilacién de la a-tubulina.

Un estudio reciente realizado por Aslan et al.**®, demostré la
importancia de la deacetilacién de la a-tubulina en la reorganizacién
del citoesqueleto en plaguetas cuando son estimuladas con CRP y la
participaciéon de la HDAC6 en este proceso. En esta Tesis se
confirman estos resultados y se amplia el papel de las HDAC6 en
plaquetas estimuladas con el andlogo del TXA,. Por lo tanto, el
aumento de la acetilacion de la a-tubulina en las plaguetas, debido a
la inhibicién de las HDAC, podria reducir la polimerizacién de la a-
tubulina en presencia de agonistas fisiol6gicos, lo que podria afectar
a la reorganizacion del citoesqueleto, los movimientos de Ca ?* vy la
liberacion de granulos, reduciendo de forma parcial la agregacion
plaquetaria. Sin embargo, se necesitan mas estudios para aclarar
este posible mecanismo de regulacién de la reactividad plaquetaria,
lo que podria constituir eventualmente una nueva diana

farmacoldgica antitrombética.

Los microtibulos que forman parte del citoesqueleto estan
implicados en una gran variedad de procesos celulares como el
transporte intracelular, la formacion de huso mitético, el
mantenimiento de la forma celular, la migracion celular y la
transmision de sefiales!®. La a-tubulina forma parte de microtibulos
y, actualmente, ya se conocen varias implicaciones funcionales de la
acetilacion del aminoacido Lys*® de la a-tubulina. Debemos tener en
cuenta que esta modificacion postraduccional, tiene como principal
funcion favorecer la estabilizacion de los microtubulos, permitiendo a
las células mantener su forma***¢!, Esta funcion de la a-tubulina esta

relacionada con diversas patologias, como puede ser el céancer,
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patologias neuronales, enfermedad cardiaca, inflamacion e
infecciones viricas y las alteraciones con el nivel de acetilacion de la
Lys* de la o-tubulina®?, Este hecho ha dado lugar a la apariciéon de
muchos estudios en contextos muy diferentes como es la
inmunologia o la plasticidad neuronal®®, Sin embargo, el
conocimiento preciso de la funcion molecular de la acetilacién de la

a-tubulina adn se esté investigando.

Con respecto a las plaquetas y la acetilacion de la a-
tubulina'?®, es durante la cascada de activacion plaquetaria cuando
se induce la reorganizacion del citoesqueleto y el cambio de forma,
cuando se produce una deacetilacion de la a-tubulina?®®. Hecho que
también se observa en los resultados de esta Tesis y, por lo tanto, en
concordancia con los resultados de Sadoul et al. y Aslan et al.
Tenemos que tener en cuenta que para que este proceso se lleve a
cabo, se requiere de la participacion de una deacetilasa, como es la
HDACG6, que permite producir estos cambios dinamicos en la

acetilacion/deacetilacion de la a- tubulina.

Esta modificacion postraduccional de la a-tubulina en la
reorganizaciéon del citoesqueleto plaquetar, apunta a un papel
regulador en la funcién plaquetaria, ya que muchas de las repuestas
plaguetarias dependen de la reorganizacion del citoesqueleto, como
el transporte vesicular, la exocitosis, la adhesion o la propia
agregacion'®*. Todos estos procesos, en parte, estan regulados por
modificaciones postraduccionales reversibles, aunque en las
plaquetas el proceso mas estudiado es la fosforilacion de proteinas®
y no la acetilacién. Pero con los resultados de esta Tesis, se abre un

nuevo e interesante campo de estudio.
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La investigacion en este area es de particular importancia
porque existen diversos inhibidores de la HDAC6 que estan
aprobados como agentes terapéuticos o estan en proceso de ensayo
clinico, con la finalidad de ser utilizarlos como terapias contra el
cancer o terapias autoinmunes'®®. Respecto al uso de los inhibidores
de las HDAC como agentes anticancerigenos, la FDA ha aprobado
dos, el vorinostat y el desipetide. Sin embargo, los mecanismos
moleculares todavia no estan bien establecidos y menos todavia con
respecto a las plaquetas, aunque si que estd demostrado que el
vorinostat puede producir trombopenia®®1¢’, Una posible explicacion
de este efecto secundario podria estar relacionada con la accién del
vorinostat sobre el megacariocito, afectando la formaciéon de nuevas
plaquetas, proceso regulado por la acetilacion/deacetilacion de la a-
tubulina®®. Pero no solo eso, se deberia estudiar también cémo
serian esas plaquetas funcionalmente, ya que como hemos visto en
esta Tesis, es muy probable que este farmaco también afecte a la
funcién plaquetaria, al inhibir la HDAC6 de las plaquetas

circulantes'8,

En esta Tesis se ha estudiado mucho la acetilacién y su
control por las deacetilasas, pero no se ha tratado el efecto o el
posible papel de la acetilasas y su accion sobre las plaguetas.
Recientes estudios han demostrado la presencia de la acetilasa p300
en las plaquetas!®?1%9, Esta enzima podria ser al menos en parte la
responsable de la acetilacion de las proteinas plaquetarias, ya que la
p300 se activa en las plaquetas cuando éstas son estimuladas por
colageno®?. En otros tipos celulares como las células migratorias del
cancer de ovario, se conoce que la p300 es capaz de acetilar

proteinas reguladoras de la movilidad, como la actina y la cortactina,
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facilitando la tumorigénesis!’®. Con respecto a las plaquetas se ha
observado que al estimularlas con CRP se produce la acetilacion de
cortactina, proceso que se bloquea al utilizar un inhibidor de la p300,
como es el C646. Ademas, otros sustratos de la p300 pueden ser
acetilados como es el STAT3!"! y regular de esta manera su
actividad. En nuestro laboratorio hemos realizado estudios
preliminares de la acetilacion de STAT3 en respuesta a diferentes
agonistas plaquetarios. Aunque no hemos logrado establecer un
patron claro de acetilacion de STAT3 frente a un agonista,
probablemente tenga una cinética de acetilacién/deacetilaciéon con el
tiempo de agregacion, aunque son necesarios mas estudios para
confirmar este punto. Actualmente estamos estudiando mas esta
modificacion y vamos a empezar a utilizar el inhibidor de la p300 con
la finalidad de observar algin cambio en el nivel de acetilacion de
STAT3 y su posible relacion con las distintas respuestas

plaquetarias.

Tanto la inhibicion de las HDAC como de las HAT reducen la
funcién plaquetaria, algo aparentemente contradictorio. Ejemplos de
la inhibicién de las HDAC y su accion sobre la funcién plaquetar se
pueden ver claramente en esta Tesis. Con respecto a la inhibicién de
la HAT, Aslan et al estudi6 como el C646, inhibidor de la p300,
produce una inhibicion significativa de la agregacion plaquetaria al
CRP¥2 Hay varias explicaciones plausibles. En primer lugar, las
HAT y las HDAC/sirtuinas son diferentes y en algunos casos la
acetilacion del aminociado Lys puede actuar como activador de la
enzima, mientras que en otros podria actuar como inhibidor. En
segundo lugar, las proteinas pueden presentar varios sitios de

acetilacion, segun las condiciones, favoreciendo o inhibiendo su
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funcién. En tercer lugar, diferentes HAT y HDAC/sirtuinas podrian
actuar sobre la misma proteina, pero en diferentes residuos de Lys.
Finalmente, la cinética de acetilacion, asi como la de fosforilacién u
otras modificaciones postraduccionales de las proteinas podrian ser
importantes en la integracién de diferentes respuestas. Por tanto, es
evidente que todavia hay mucho margen para la investigacion en

este campo.

Desde hace mucho tiempo se conoce que en las plaquetas se
produce un proceso muy importante regulado por acetilacion, la
acetilacion de la COX-1 por el AAS, el antiagregante mas utilizado
para el tratamiento de sindrome coronario agudo (SCA). El AAS
acetila de forma irreversible a una Ser que se encuentra en el centro
activo de la enzima COX-1, impidiendo el acceso del AA a la enzima,
y por tanto bloqueando la sintesis de TXA;".

Sin embargo, son varias las diferencias entre este proceso de
acetilacion inducido por el AAS y las acetilaciones objeto de la
presente tesis: 1) el proceso de acetilacion de COX-1 por el AAS es
irreversible, permaneciendo, por tanto, durante toda la vida de la
plagueta; 2) es un proceso no regulado por enzimas’#, como las
HDAC o las HAT, enzimas que son uno de los objetivos principales
de estudio de esta Tesis; 3) la acetilacion de COX-1 por el AAS se

produce en el aminoécido Ser, no en Lys.

En cambio, en los resultados de esta Tesis hemos visto que el
AAS es capaz de aumentar también el nivel de acetilacion de
distintas proteinas plaquetarias, acetilando, entre otras, a la o-
tubulina (Figura 4.22). Este resultado abre un nuevo campo de

accion del AAS sobre las plaquetas, al ser capaz de acetilar
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diferentes proteinas (Figura 4.21), no solo a la COX-1 sino que
también a los residuos de las Lys de diferentes proteinas
plaguetarias, aunque todavia no se sabe cuales son muchas de ellas,
ni las posibles implicaciones funcionales de muchas de estas

acetilaciones.

Diversos autores han demostrado la capacidad que tiene el
AAS de acetilar otras proteinas, como el fibrinégeno’ o la p-53'%2. El
papel funcional de la acetilacion de la a-tubulina inducida por el AAS
es dificil de analizar porque las plaquetas son sensibles a la
inhibicion del TXA: por el AAS. Aunque el hecho de que el AAS sea
capaz de acetilar a la a-tubulina y, de esta manera, regular su
polimerizaciébn podria ayudar a esclarecer los efectos COX-1
independientes del AAS sobre la plagueta. Curiosamente, el AAS se
ha sugerido en varias ocasiones para el tratamiento y la prevencion
del cancer!’®, aunque no esta claro si este efecto es dependiente de
la sintesis del TXA.. Ademas, el AAS y los inhibidores de HDAC han
demostrado que actian de forma sinérgica sobre varios sustratos,

incluida la eNOS'4.

Como ya se ha comentado el AAS es el antiagregante mas
utilizado para el tratamiento del SCA, patologia que causa un alto
grado de morbilidad y mortalidad, sobre todo en pacientes con
diabetes®. En este sentido, diversos estudios han demostrado que
los pacientes diabéticos presentan una funcion plaquetaria

aumentada y una menor respuesta al AAS*’,

Varias son los argumentos que podrian justificar esta
hiperfuncién plaquetaria relacionada con la diabetes, como una

mayor reactividad plaquetaria, una aceleracion del recambio

150


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.20.pptx

5. Discusién

plaguetario, el aumento del estrés oxidativo, etc. Pero, con los
resultados que hemos obtenidos en esta Tesis, donde el AAS es
capaz de acetilar muchas proteinas, mas alla de la COX-1, nos
permiten hipotetizar sobre otras posibles explicaciones, ya que existe
un estudio in vitro donde se demuestra que altos niveles de glucosa
dificulta la acetilacion de la Ser®?® en la COX-11¢, pero también de
muchos otros residuos de Ser de otras proteinas muy diversas como

la P-selectinal”’.

Por lo tanto, la acetilacion de proteinas en Lys por parte del
AAS y que los pacientes diabéticos con AAS presenten menos nivel
de acetilacion, podria explicar algunos de los efectos COX-1
independientes del AAS en diabéticos. Esta relacion entre diabetes,
acetilacion de proteinas plaquetarias y efecto del AAS puede resultar

especialmente interesante, y requiere de mas investigaciones.

A continuacion, se muestra la Figura 5.1, resumen de todos
los procesos estudiados en esta Tesis de acetilacion/deacetilacion de

la a-tubulina en plaguetas humanas.
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Figura 5.1. La Acetilacion de la a-tubulina en las plaquetas. En
plaquetas en reposo la a-tubulina esta parcialmente acetilada y despolimerizada, al
estimular con coldgeno y TXA:z se activa la HDAC6 que deacetilar la a-tubulina,
permitiendo que se reorganice el citoesqueleto para producir el cambio de forma que
da lugar a la activacion plaquetaria. Este mecanismo de deacetilacion de la a-
tubulina es un proceso regulado enzimaticamente. Pero hay que destacar la
capacidad del AAS para acetilar de manera no enzimatica la a-tubulina.

Todos los resultados obtenidos hasta el momento nos hacian
pensar que las HDAC clasicas tienen un papel importante en la
funcién plaquetaria, ya que el TSA, un inhibidor general de las
HDAC, pero no de las sirtuinas, reducia parcialmente la agregacion
plaquetaria, la secrecién de granulos densos y el aumento del Ca?*
citosolico (Figura 4.12, 4.15 y 4.18), es decir, la funcién plaquetaria
mediante la acetilacion/deacetilacién de la a-tubulina. Pero esto solo
sucedia cuando las concentraciones de los agonistas (colageno o
U46619) eran bajas, ya que, a concentraciones mas elevadas, esta

inhibicion de la HDACG6 no producia efectos funcionales significativos.

152


file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.13.pptx
file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.15.pptx
file:///G:/RECTA%20FINAL/VINCULOS/FIGURA%204.17.pptx

5. Discusién

Esta falta de inhibicién de la funcién plaguetaria a dosis mas
elevadas de agonista nos planted la cuestiéon de que la participacion
de las enzimas que regulan la acetilacion/deacetilacion en las
plaguetas podria de ser mucho mas compleja. Por ello, uno de los
objetivos principales de la presente Tesis, era estudiar la regulacién
de la acetilacion/deacetilacién de distintas proteinas por las HDAC,
pero también por la otra gran familia de deacetilasas, las sirtuinas,
asi como tratar de comprender la implicacion de la regulacion de las
sirtuinas en diferentes aspectos de la funcién plaquetaria y en los

mecanismos de transmision de sefales.

Decidimos continuar nuestro estudio utilizando en esta
ocasion un inhibidor especifico de las sirtuinas, el CAM?e®,
Encontramos que el CAM era capaz de disminuir de forma
significativa las respuestas plaquetarias, como la agregacion, la
liberacion de granulos densos, los incrementos de Ca*
citoplasmatico y la sintesis de TXA; (Figura 4.25 a 4.29). Es
interesante que esta inhibicidn se producia incluso a concentraciones
de agonista superiores a las utilizadas con el TSA para el estudio de
la acetilacion de la a-tubulina. Estos resultados sugieren que las
sirtuinas son reguladores centrales de la funcién plaquetaria, y no
especifica de algun agonista plaquetario, al modular probablemente

alguna via clave de la reactividad plaquetaria.

¢ Pero qué sirtuina o sirtuinas son las encargadas de regular
la funcion plaquetaria? Se han descrito hasta el momento 7 sirtuinas
distintas en distintos tipos celulares. Solo dos de ellas tienen
localizacién citoplasmatica, SIRT1 y SIRT2. Nos plantemos
demostrar su presencia en las plaquetas humanas. Vimos que SIRT2

y SIRT1 estan presentes (Figura 4.31), aunque SIRT1 esta en mucha
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menor proporcién en comparacién con la SIRT2. Similares resultados
se obtuvieron con los niveles de ARNm de SIRT2 y SIRT1 (Figura
4.32), confirmando la presencia de estas sirtuinas en las plaquetas
humanas. La presencia de SIRT2 en las plaguetas ha sido
posteriormente confirmada en otro estudio'®. Sin embargo, no
podemos descartar la presencia de otras sirtuinas en las plaguetas.
Por otra parte, no hemos explorado la localizacion subcelular de
estas sirtuinas o de otras, si las hay, en las plaguetas, ya que podria
ser interesante conocer si son citoplasméticas o mitocondriales,
hecho que podria tener importantes implicaciones funcionales.
Actualmente, existen algunos estudios en los que se destaca el papel
de la SIRT3 en la acetilacion de proteinas mitocondriales de células
cardiacas'’®. Se sabe que esta sirtuina participa activamente en la
acetilacion/deacetilacion de proteinas mitocondriales claves en la
regulacion del metabolismo mitocondrial*”®. Seria interesante estudiar
si ocurre lo mismo en las plagquetas ya que recientemente se ha
demostado la presencia de SIRT3 en las plaguetas humanas®, y
ademas existen evidencias claras que relacionan las disfunciones
mitocondriales plaguetarias con distintas patologias como la diabetes
mellitus®. Por lo tanto, podria existir una relaciéon entra la
acetilacion/deacetilacion de proteinas mitocondriales y las
alteraciones en la funcién plaguetaria de los pacientes con diabetes

mellitus, hecho que valdria la pena explorar.

Dada la presencia de SIRT1 y SIRT2 en las plaguetas se
decidi6 utilizar dos inhibidores especificos, EX527 (SIRT1) y AGK2
(SIRT2)%13%7 para estudiar su participacion en las distintas
respuestas plaquetarias. Se encontrd que la inhibicion de SIRT1 no

afectaba a la agregacién plaquetaria, mientras que la inhibicién de
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SIRT2 provocaba una disminucién significativa de la agregacion
(Figura 4.33). Es interesante que la mayor inhibicidon se alcanzara
con el CAM, inhibidor general de las sirtuinas (Figura 4.33). Este
mayor efecto del CAM podria estar relacionado con una
concentracion mas alta de este inhibidor con respecto al AGK2 (100
UM versus 10 M), pero resultd imposible utilizar una mayor
concentracion del AGK2 debido a su insolubilidad en medio acuoso.
De hecho, si se compara los resultados de la concentracién de 10
UM de CAM (Figura 4.25) con los de la misma concentracion de
AGK?2 (Figura 4.33), el CAM induce una inhibicién similar o mas baja
que la inhibicion inducida por AGK2. Comparando nuestros
resultados con otro estudio realizado por Aslan et al.'*®, en el que
también utiliza los inhibidores de las SIRT1 y SIRT2, observamos
que no consigue inhibir de forma significativa la agregacion al CRP
cuando incuba previamente las plaquetas con el AGK2. Debemos
tener en cuenta que la concentracion de agonista que utiliza es de
10pg/mL y la que utilizamos nosotros es de 1lug/mL de colageno,
mucho menos concentrado, ademas de ser un agonista distinto. En
cambio, si que obtenemos los mismos resultados con la inhibicion de
la SIRT1, a pesar de la diferencia con el agonista y la concentracion.
Todos juntos, estos resultados sugieren un papel importante para
SIRT2 en la regulacion de la agregacion plaguetaria, aungque no nos

permiten descartar la participacion de otras sirtuinas.

Resultados similares encontramos con la inhibicion especifica
de la SIRT2 y la secrecion de granulos densos. Cuando las plaquetas
eran estimuladas con colageno o U46619 (Figura 4.34), tanto el
AGK2 como el CAM producian una disminucién significativa de la

serotonina, pero no asi la inhibicion de SIRT1. En cambio, con la
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trombina no se producia esta inhibicién de la secrecion, solamente se
producia una inhibicién significativa con el CAM. Estos resultados
podrian relacionarse con que la inhibicibn de la agregacion a la
trombina también es menor cuando estan tratadas previamente con
el AGK2 (Figura 4.33). Este resultado sugirié una especificidad en el

estimulo con respecto a la regulacion de la SIRT2.

Este Ultimo resultado nos hizo plantearnos un nuevo
experimento, para intentar discernir en qué punto dentro de los
mecanismos de transmision de sefiales que regulan la liberacién de
granulos, se encuentra la accion de las sirtuinas. Decidimos utilizar el
ionéforo y su capacidad de producir grandes incrementos de Ca?* no
mediados por mecanismos de transmision de sefiales. Encontramos
que en las plaguetas estimuladas con ionéforo, tratadas previamente
con el CAM, AGK2 o EX527, no se afectdé la liberacién de la
serotonina. Este resultado sugiere que los efectos inhibitorios del
bloqgueo de las sirtuinas se encuentran mas arriba que los
movimientos de Ca?*, y que la inhibicion observada en la liberacion
de la serotonina cuando las plaquetas son estimuladas con colageno
0 U46619 esta relacionada con la inhibiciéon del incremento del Ca?
citoplasmético. Este hecho nos llevo a estudiar los movimientos de
Ca?"; el resultado que se obtuvo (Figura 4.35), es que con la
inhibicién especifica de SIRT2 o con el CAM, inhibidor general de
todas las sirtuinas, se obtuvé una disminucién significativa de los
niveles de Ca?" en respuesta a cualquiera de los agonistas
empleados. Por lo tanto, las sirtuinas también participan en esta
respuesta plaquetaria, la cual es probablemente responsable de la
inhibicion de los distintos aspectos de la funcién plaquetaria

observados.
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El conjunto de estos resultados sugiere que SIRT2 es la
principal sirtuina que regula la funcién plaquetaria, aunque el mayor
efecto del CAM podria revelar la existencia de otras sirtuinas, que

podrian desempefiar también un papel funcional en las plaquetas.

Dado que las sirtuinas participan en la funcion plaquetaria, se
decidié explorar si los inhibidores de las alteraban el patrén de
proteinas acetiladas, como hacia el TSA con la a-tubulina. El
resultado obtenido de la incubacion de las plaguetas con los
inhibidores de las sirtuinas fue, sorprendentemente, que ni el CAM, ni
el AGK2 ni el EX527 alteraron de manera significativa el patron de
proteinas acetiladas en plaquetas en reposo (Figura 4.36), a pesar
del notable efecto sobre la funcion plaquetaria. Este hecho sugeria
que la acetilacibn mediada por la inhibicion de sirtuinas se debe dar
en proteinas menos abundantes, que pueden estar implicadas en los
mecanismos de transmision de sefales, y por tanto, mas
complicadas de detectar por la técnica de inmunodeteccion. Por otra
parte, no podemos descartar que estemos ante una limitacion
metodoldgica, ya que el anticuerpo empleado para la deteccién de
proteinas acetiladas en Lys estd lejos de detectar todas estas
proteinas asi como todos sus puntos de acetilacion porque, en
realidad, se trata de un anticuerpo que reconoce Lys acetiladas pero
s6lo cuando se encuentran rodeadas de una serie de secuencias de
amino&cidos especificas. Por tanto, es de esperar que a medida que
vayan apareciendo nuevas versiones del anticuerpo (0 nuevas
tecnologias) capaces de detectar un mayor numero de estas
secuencias, aumenten igualmente la cantidad de proteinas acetiladas

detectadas.
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Se decidi6 elegir un candidato como posible diana del efecto
regulador de las sirtuinas en las plaquetas, la cinasa AKT/PKB. La
AKT es una de las principales enzimas de las vias de transmision de
sefiales en las plaquetas, regulando procesos de agregacion,
liberacion y movimientos de Ca?* citoplasmatico'®®. Ademas, en otros
tipos celulares se ha demostrado que la acetilacién de AKT regula su
funcion'#®. Encontramos que al inmunoprecipitar AKT en presencia
de los distintos inhibidores de las sirtuinas, su acetilacion se
incrementaba por el tratamiento con AGK2 (Figura 4.37), sugiriendo
que AKT podria ser diana de la deacetilasa SIRT2 en las plaquetas

Para que AKT sea activa'® se requiere de su fosforilacion en
una Ser y una Thr. Cuando las plaquetas se activan en presencia de
colageno se produce esta fosforilacion, facilitando la transmision de
sefiales que permite la agregacién plaquetaria. Pero si estas
plaguetas son tratadas previamente con el AGK2, es decir,
provocamos la acetilacibn de AKT, ésta ya no es capaz de
fosforilarse (Figura 4.38). Para comprobar si su acetilacién alteraba
su funcionalidad se midié su capacidad de fosforilar a GSK-3[3, uno
de sus sustratos. La inhibicion de la SIRT2 por el AGK2 afect6 a la
fosforilacion de una Ser de la GSK-3B (Figura 4.39). Por tanto, la
acetilacion de AKT inducida por la inhibicion de SIRT2 puede ser al
menos parcialmente, responsable de los efectos funcionales
observados en las plaquetas al inhibir las sirtuinas, y estimular las

plaguetas con colageno®®®*®! (Figura 5.2).
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Figura 5.2. La acetilacion/deacetilacion de la AKT regula la actividad
plaguetaria. Los diferentes agonistas plaguetarios activan a la SIRT2 provocando la
deacetilacion de AKT y permitiendo que se fosforile y pase a ser activa, de esta
forma es capaz de fosforilar su sustrato la GSK-3B y permitir la agregacién
plaquetaria. Por otro lado, si se inhibe la SIRT2 con el AGK2, se favorece la
acetilacion de AKT y por lo tanto su inhibicion e inactivacion plaquetaria.

Sin embargo, la agregacioén inducida por el colageno produce
la acetilacion de la AKT (Figura 4.40), lo que contrasta con el
observado incremento de la acetilacion de AKT por AGK2. Varias
pueden ser las explicaciones de esta aparente paradoja. En primer
lugar, la AKT puede ser acetilada en diferentes residuos de Lys,
como se ha demostrado en otras proteinas!®. El anticuerpo que
hemos utilizado contra las proteinas acetiladas en Lys no es capaz
de diferenciar la localizacion de la acetilacion, podria ser que AKT se
acetilara en sitios distintos en respuesta a la inhibicion de la SIRT2 o
en respuesta a la agregacion inducida por un agonista fisiolégico. Un

estudio protedmico podria ayudar a aclarar este punto.
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En segundo lugar, la cinética de fosforilacién y acetilacion
puede ser importante: la acetilacion de la AKT antes de la
estimulacion plaquetaria produciria una inhibicion de la funcién
plaguetaria, mientras que la acetilacién inducida por el agonista
formaria parte del proceso de activacion. Son nhecesarios mas

estudios para entender este mecanismo.

Finalmente, estos resultados no son necesariamente los
Unicos que pueden dar explicacién a los efectos inhibitorios de las
sirtuinas. Hay muchas proteinas implicadas en los mecanismos de
transmision de sefiales de las plaquetas que podrian ser reguladas
por acetilacion/deacetilacion y que en esta Tesis no se han
estudiado.

En conclusién, en esta Tesis Doctoral se demuestra por
primera vez que la acetilacién de proteinas plaquetarias reguladas
por SIRT2 juega un papel central en la funcién plaquetaria y en los
mecanismos de transmision de sefales a través del control de la
funcion de AKT. Estos resultados abren una nueva via de
investigacion para el control de la funciéon plaquetaria y pueden

revelar nuevas dianas terapéuticas.

La importancia de la acetilacion de proteinas no histonas se
conoce desde hace unos pocos afios, en comparacion con el estudio
de la acetilacion en las histonas. Pero ya se conoce que esta
modificacion postraduccional estd implicada en la regulacion de
diversos procesos celulares como proteinas implicadas en la
reparacion o replicacion del ADN, proteinas estructurales de las
células e incluso enzimas metabdlicas, sobre todas aquellas que

participan en la regulaciéon del metabolismo intermedio?®3,
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Casi todos los enzimas que participan en la glicolisis,
gluconeogénesis, ciclo de Krebs, oxidacién de acidos grasos, ciclo de
la urea, metabolismo del nitrdgeno y metabolismo de glucoégeno; se
pueden acetilar/deacetilar. Incluso en algunos casos se ha
demostrado que este proceso es capaz de regular la funcion de estas
enzimas!®, Ademas, hemos de tener en cuenta que existe una
relacion directa entre los metabolitos del metabolismo intermedio,
como el ATP, el NAD* y el acetil-CoA, y el nivel de acetilacion de las
proteinas'®. Cabe recordar que muchos de estos metabolitos son a
la vez cofactores de los enzimas reguladores de la acetilacion, como
el NAD* en las sirtuinas, o como el acetil-CoA que es la molécula
dadora del grupo acetilo para las acetilasas®®®. Por lo tanto, el hecho
de que exista esta relacion tan estrecha entre los metabolitos, las
enzimas que regulan la acetilacion de las proteinas y el metabolismo
intermedio genera un gran interés, abriendo un nuevo campo de
estudio en cuanto a la posible regulacion de estas enzimas a través
de la acetilacién y una nueva aproximaciéon al estudio de aquellas

enfermedades que cursan con alteraciones del metabolismo?®®,

Aunque no estd muy estudiado, si que se sabe que muchas
sirtuinas participan en la regulacién del metabolismo intermedio. Por
ejemplo, la SIRT1 regula el catabolismo de los acidos grasos
mediante la activaciéon de la AMPK!®. Estos estudios sugieren que
controlar las deacetilasas y su capacidad de eliminar el grupo acetilo
de los residuos de Lys en las enzimas metabodlicas puede ser
importante para el control del metabolismo intermedio. Sin embargo,
este es un campo que se encuentra todavia en las primeras etapas

de desarrollo, aunque partimos con la ventaja de que disponemos de
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distintos inhibidores y activadores de las HDAC que se han

desarrollado con finalidad anticancerigena?®®,

Un ejemplo de enfermedades que cursan con alteracién del
metabolismo son la obesidad y la diabetes, entre otras muchas. En
los ultimos afios se ha producido un crecimiento exponencial en el
diagnoéstico de personas con obesidad y diabetes!®, lo que conlleva
a un aumento de la morbilidad y mortalidad. Ademas, estas
patologias provocan un incremento del riesgo de sufrir una
enfermedad cardiovascular’®®. Y no solo eso, también existe una
relacion importante entre estas patologias y la funcién plaquetaria. Es
decir, es un hecho conocido e investigado desde hace mucho tiempo,
que los pacientes obesos y/o diabéticos presentan una mayor
resistencia a los farmacos antiagregantes®! y una mayor activacion

plaquetarial®?.

De nuestros resultados se puede deducir que las
acetilaciones de proteinas y las sirtuinas son importantes para la
funcién plaquetaria, por lo que podriamos pensar que éstas podrian
ser un punto de unién entre los trastornos metabdlicos (obesidad y
diabetes) y alteracion de la funcion plaguetaria en estos pacientes.
Sin embargo, este punto requiere mas investigacion. Aunque
empiezan a aparecer trabajos realizados en hepatocitos de pacientes
con patologias metabdlicas, como la diabetes, en los que se ha
observado que existe una desregulacion en la acetilacion de
proteinas implicadas en el metabolismo intermedio, se plantea la
posibilidad de emplear activadores y/o inhibidores de la actividad
acetilasa/deacetilasa para controlar la diabetes y reducir sus
consecuencias!®®. Estos estudios abren la puerta al desarrollo de

nuevos tratamientos, que podrian colaborar en la correccion de la
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disfuncion plaguetaria que se produce en estas patologias

metabdlicas.

Por otra parte, y de forma tal vez sorprendente, es muy poco
lo que conocemos del funcionamiento del metabolismo energético de
las plaguetas, y como éste puede regular la funcién plaquetaria. En
este sentido, recientes trabajos estan poniendo el foco en el
importante papel que juegan las mitocondrias plaquetarias en
diversas respuestas funcionales!®*. Seria, por tanto, un interesante y
novedoso campo de investigacion abordar la relacién entre trastornos
metabdlicos, metabolismo energético de las plaquetas y su posible
regulacion por la acetilacion/deacetilacion de proteinas mediada por
HDAC vy sirtuinas.

La presencia de diversos factores de transcripcion en la
plagueta fue toda una sorpresa, porque la plagqueta carece de
actividad transcripcional®®. La primera explicaciéon que se baraj6 era
que su presencia se debia al azar, que estaban presentes en la
plagueta adulta porque habian sido arrastrados desde el
megacariocito. Mas recientemente, se ha sugerido que la explicacién
puede ser mas compleja, que son varios los factores de transcripcion
gue se han identificado en las plaguetas (PPARy, PPARB/8, LXR},
RXRa, GR o NFkB, entre otros)®, de varios de los cuales se ha
demostrado que juegan un papel importante en el control de diversos

aspectos de la reactividad plaquetaria.

Las plaguetas han demostrado ser un posible modelo para el
estudio de las funciones no genémicas que puedan tener los factores
transcripcionales, debido a que la plaqueta no posee nucleo. Este

hecho ha permitido aumentar el conocimiento sobre otras funciones
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que pueden tener estos factores de la transcripcion en los
mecanismos de transmision de sefiales en una “célula” en la que los

resultados no se van a confundir por la sintesis de proteinas.

Varios son los estudios en los que se ha demostrado la
presencia de STAT3 en las plaquetas y su unién con el receptor del
TPO, el c-mpl. En el megacariocito se sabe que esta union permite la
activacion de STAT3 y su translocacion al ndcleo para regular la
formacion de nuevas plaguetas®?. Sin embargo, en las plaquetas el
eje TPO-c-mpl-STAT3 juega otros papeles mas alla de la regulacion
de la expresion de genes?’.

Diferentes estudios han demostrado que el TPO no es capaz
de producir agregacion plaquetaria, ni liberaciébn de granulos,
actuando como “primer” y favoreciendo la accién de otros agonistas
como el ADP o la epinefrina®1%, También se ha observado que
existe una relacion entre el TPO y la trombina, la cual incrementa la
sintesis de TXA2, pero esta cooperacion se anula si se tratan las
plaquetas con el AAS'. Sin embargo, hasta donde sabemos, nadie
ha estudiado la relaciéon entre TXA; y el STAT3 en las plaquetas,

siendo este uno de los objetivos de la presente Tesis.

Actualmente existen varios estudios realizados por Zhou et
al.®*% en los que se ha demostrado que la fosforilacion de STAT3
en las plaquetas esté inducida por la activacién de la GPVI inducida
por el coladgeno. Con la utilizacién de farmacos inhibitorios de STATS3,
observaron que se producia una disminucion de la agregacion
plaquetaria al colageno y de la exposicion de CD62, pero no
observaron ningun efecto sobre la liberacion de ATP. Por otro lado,

realizaron una inmunoprecipitacion de STAT3 con el objetivo de
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observar con qué otras proteinas interactuaban. El resultado que
obtuvieron es que STAT3 se une a dos enzimas como son la cinasa
Syk y la fosfolipasa PLCy2, enzimas que participan en el mecanismo
de transmisién de sefiales inducido por el estimulo con colageno. Por
todo ello, concluyeron que STAT3 participa en los mecanismos de
transmisién de sefales mediados por el colageno a través de GPVI,
aungue no habian demostrado una union especifica entre GPVI y
STAT3. Sin embargo, sabemos que la activacion plaquetaria con
colageno requiere de una importante via de amplificacion como es la
sintesis de TXA: por la COX-1, de forma que el tratamiento con AAS
0 el blogueo del receptor del TXA,, reduce de forma llamativa las
respuestas  plaquetarias al colageno, especialmente a
concentraciones de colageno reducidas. Nos planteamos, por tanto,
si STAT3 estaba directamente ligado a GPVI, o si su activacién
requeria la sintesis de TXA: inducida por colageno, ya que Zhou et al
no demuestran en la inmunoprecipitacién que realizan que STAT3
interactla directamente con GPVI. En cambio, si que existen
estudios en los que se relaciona Syk con el receptor del TXAz, vy

como participa en su mecanismo de transmision de sefiales!®’.

Para confirmar esta hipétesis decidimos por un lado, inhibir la
sintesis del TXA. con el AAS (Figura 4.43), y por otro, bloquear el
receptor del TXA; (Figura 4.42). En ambos experimentos se produjo
una disminucién significativa del nivel de fosforilacion de STATS3,
cuando las plaguetas eran estimuladas con colageno. En
concordancia con estos resultados, se decidio estimular con el ADP,
un agonista plaquetario que apenas produce sintesis del TXA.. En
este caso no se produjeron cambios del nivel de fosforilacion de

STAT3 (Figura 4.46). Por lo tanto, parece ser que el punto de unién
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en comun entre los diferentes agonistas y el STAT3, es el TXAzxy la

unién a su receptor.

Para confirmar mas aun el papel de STAT3 en la sefalizacién
del receptor del TXA., se evaluoé la estimulacion de las plaquetas con
dos analogos estructuralmente distintos del TXA,, el U46619 y el
IBOP (Figura 4.44). Encontramos que ambos agonistas produjeron la
fosforilacion de STAT3, por tanto, estos resultados demuestran que
la fosforilacion de STAT3 es dependiente del receptor del TXA,, y no
directamente del receptor GPVI del colageno®®® (Figura 5.3).

Como ya habia hecho Zhou et al., estimulando con colageno,
decidimos utilizar un inhibidor especifico de STAT3, el STA21, y ver
gué implicaciones tenia sobre la funcion plaquetaria cuando las

plaquetas eran estimuladas directamente con los analogos del TXA..
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Figura 5.3. La fosforilacion de STAT3 esta mediada por el receptor del
TXA2. STAT3 participa en los mecanismos de transmision de sefiales de la plaqueta
a través de la unién del TXAz a su receptor. Y no por la unién con los mecanismos
de transmision de sefiales asociados al receptor GPVI. La fosforilacion de STAT3
inducida por el colageno es debido a la liberacién del TXAz que se produce por el
estimulo del agonista.

166



5. Discusién

En nuestros resultados observamos que tanto la agregaciéon
como la liberacion de ATP disminuyeron de forma dosis dependiente
con el STA21 al estimular las plaguetas con el U46619. Cabe
destacar que la agregacién era menos sensible a la inhibicién de
STAT3 que la liberacién de ATP, incluso a las dosis mas altas de
STA21 (Figura 4.50 y 4.51). En paralelo se estudi6 la fosforilacion del
factor y se observé una inhibicibn completa de la fosforilacion de
STAT3 en estas condiciones (Figura 4.52). Cabe destacar que estos
experimentos se realizaron también con el colageno. En esta Tesis
se ha demostrado que al inhibir STAT3 con el inhibidor especifico, el
STA21, se redujo tanto la agregacion plaquetaria inducida por
colageno como la liberacion, hecho que no se producia en los
experimentos de Zhou et al., como se ha comentado anteriormente.
La diferencia entre estos dos resultados podria estar relacionada con
la utilizacion de diferentes concentraciones tanto de colageno (1
versus 2 pug/mL) como de inhibidor (50 versus 20 uM). Ademas, el
STA21 no mostré efecto acumulativo sobre la agregacion (Figura
4.52) o la liberacion (Figura 4.53) cuando se utilizé el SQ, blogueante
del receptor del TXA..

Ampliamos un poco mas el estudio y decidimos ver si la
fosforilacion de STAT3 mediada por el TXA; dependia de la
amplificacion que se produce con el estimulo. Vimos que la
fosforilacion de STAT3 inducida por el U46619 disminuia con el
bloqueo del receptor P,Y12, mediante la utilizacion del 2MeSamp, pero
no con el RGDS, que impide la agregacion plaquetaria. Por lo tanto, la
fosforilacién de STAT3 es parcialmente dependiente de la liberacién de
ADP y su accién sobre el recpetor P.Y1,, pero no de la agregacion
(Figura 4.48).
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Estos resultados pueden tener varias implicaciones
traslacionales. En primer lugar, STAT3 podria ser un objetivo
interesante para amplificar los efectos del AAS. Como ya se ha
comentado, el AAS es el antiplaguetario mas utilizado para la
prevencién secundaria del SCA. Sin embargo, existe una gran
controversia sobre si el AAS es igualmente efectivo en todos los
pacientes tratado, dadas las complicaciones clinicas causadas por la
baja eficacia del farmaco en algunos pacientes'®®. En nuestro
laboratorio demostramos que incluso pequefias concentraciones de
TXA: (<3.5 ng/mL)?®, equivalentes a una inhibicién de la sintesis del
TXA; de aproximadamente el 95% con respecto a sujetos no
aspirinizados, era capaz de producir un incremento de la reactividad
plaguetaria en pacientes con alteraciones vasculares'®®?%t, Por lo
tanto, la sefalizacién del TXA; a través su receptor y STAT3 podrian
actuar como “primer” reduciendo el efecto beneficioso del AAS. Esta

hipétesis deberia de ser comprobada.

Por otro lado, la unién de las plaquetas desializadas, es decir,
las mas viejas, a los receptores “Ashwell-Morell” de los hepatocitos,
inducen la sintesis de TPO mediante un mecanismo de transmision
de sefiales que implica la fosforilacion de STAT32%2, regulando de
esta manera la produccién de plaquetas nuevas. Ademas, los
hepatocitos expresan receptores del TXA>?*® y contienen ARNm del
TXA; (observaciones no publicadas). Curiosamente, en nuestro
laboratorio hemos observado que existe una correlacién positiva
entre la sintesis de TXA. y los niveles de TPO circulante en
pacientes con SCA tratados con el AAS (enviado a publicar). Por lo

tanto, se podria especular que el TXA, podria regular la produccion
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de TPO hepético a través del receptor TXA; y la fosforilacion de

STATS3, aunque esta relacién deberia de ser mas estudiada.

Finalmente, el uso de inhibidores de STAT3 en pacientes con
cancer deberia considerar la posibilidad de que las complicaciones
hemorragicas asociadas al tratamiento estén causadas no sélo por la
trombocitopenia asociada habitualmente a estos tratamientos?*4, sino
quizas también por la inhibicion de la fosforilacion de STAT3 en el
mecanismo de transmision de sefiales, alterando de esta forma la

funcion plaquetaria.

En conclusion, estos resultados sugieren que la fosforilacion de
STAT3 esta relacionada con la sefalizacion del receptor del TXA;,
aunque no se puede descartar la participacion de otras rutas
independientes.
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6. CONCLUSIONES

1. El proceso enzimatico de la acetilacion/deacetilacion de proteinas
no histonas en las plaquetas, es un nuevo regulador de la funcion
plaguetaria. Constituye un importante mecanismo de transmision de
sefales en las plaquetas, que puede tener importantes implicaciones

fisiopatoldgicas.

2. Las plaguetas humanas presentan un acetiloma caracteristico, que
esta regulado por diversas actividades deacetilasas, y varia con la

agregacion plaquetaria.

3. La regulacibn enzimatica de la acetilacion/deacetilacion de
proteinas no histonas tiene importantes consecuencias en la
funcionalidad de las plaquetas, tanto a nivel de la agregaciéon
plaquetaria como, la liberacion de granulos o los movimientos de
Ca?". Nuestros resultados demuestran que tanto la HDAC6 como la
SIRT2 juegan un papel importante en la reactividad plaquetaria.

4. La HDACG6 participa en la regulacion de la funcion plaquetaria a

través del control de la acetilacion de la a-tubulina.
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5. La regulacion de la funcion plaquetaria por la SIRT2 esta mediada,
al menos parcialmente, por su control de la acetilacién de AKT. Sin
embargo, no se puede descartar la participacion de otras proteinas
implicadas en los sistemas de transmision de sefiales en las

plaguetas.

6. Nuestros resultados sugieren que la acetilacion inducida por el
AAS de proteinas distintas de COX-1 podria ser un nuevo
mecanismo de accion del AAS al provocar la acetilacién de diversas
proteinas, como la a-tubulina. Sin embargo, se requieren mas
estudios para conocer la importancia de la acetilacion de estas
proteinas en las respuestas a aspirina COX-1 independientes.

7. El factor de transcripcion STAT3, participa en la regulacion de la
funcion plaquetaria, formando parte de los mecanismos de

transmision de sefiales a través del receptor del TXA..

8. Conocer el papel de los factores de transcripcion en los
mecanismos de transmision de sefiales en células anucleadas como
la plagueta puede mejorar el entendimiento de los complejos
mecanismos de activacion plaguetar y puede sugerir nuevas dianas

farmacologicas para el control de la funcién plaquetaria.
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9. La acetilacién de proteinas no histonas se ha implicado en la
regulacién del metabolismo energético de diversos tipos celulares.
Por tanto, nuestros resultados abren la puerta a la interesante
posibilidad de que la acetilacion de proteinas en las plaquetas actle
COmo un nexo entre alteraciones metabodlicas, como la diabetes o la

obesidad, y la conocida hiperfuncién plaguetaria que estas producen.

10. En los ultimos afios se han desarrollado diversos reguladores
farmacologicos de HDAC para el tratamiento de diferentes
patologias, incluyendo el cancer. Nuestros resultados sugieren que
podrian tener efectos indeseados sobre la funcion de las plaquetas
con las posibles complicaciones hemorragicas que esto podria
conllevar. Por otra parte, también sugieren que la regulacién de las
acetilaciones en las plaguetas podria constituir una nueva diana

farmacoldgica para el desarrollo de tratamientos antiagregantes.
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Regulation of Platelet Function by AcetylationDeacetylation Mecha-

nisms

Ana [ storre and Antomio Moscardd

Irernitute frvestigocidn Somitaria La Fe, Usiversity Hospiaal La Fe, Falecia, |
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Abstract: Bsvandbls ametyhiton of histones & 2 wellHmoan pwchoniom of

of jom More recently, siudiss havs dape-
mmﬁﬂmmm vhaion i severa] promins regulam eniple
aspects of callolar acthvty, sspecially thoss assocaied with energetc me-
Iﬂ:dmﬂaﬂnhmhgr i n baaenstaiy and cardiovascular

metzhalic mch & disbetes or Epideri o wall
mmgmd.nl: for cardicnasoular disgases, thars & very litde mior-
Rocent sindies bove reported ot &Ferent aspects of plalet finction mch

nwend e Ywardd

= adhesion, aggegation, of mranule Tl could also be regnlated by ace-

r;hhmn-fp'um'lhﬂ pcles of Tegalated by the
l-od.}hrlnmn “HMhnhﬂmhnhiﬂ?hm

p]-ﬂl]lndEDADﬂ and siruins, mepectvaly, I phickeh. Reoorkably, deaconlases, spe-
nﬂhmm.hnbnmﬂn:ﬂgmﬁmnhm:mﬂmmﬂ:dmbhmmb—
cation in several pitysiclogical and pathological processes i orgamiaes, The discovary of
ion meckanisms o new possibilitgs for Se meyman md prevention
wmmﬂimm: diseazes thﬂnmghq;‘mhmpm of ttﬂ.m\hmtmmmphnh
Tharsfors, the aim of this review & o present soms ot Teports concamng the rols of ace-
tylation of prowins m & contml of plilet fimction, 2nd the new poehilitiss. of mgulaton
of platelet function that s mprsent.

Keyweords: Acstylation, platelets, cardiovascular dissase, aspirin, cancer, sirtmns.

PLATELETS IN CARDIOVASCTULAR DISEASES

Cardiovascalar dissases (CVDY) are 2 kading cause
of mortality i developed cowntries. Despite comsidar-
ahle progruss in recent yeam, wbetantial gaps ane stll
presant i our understanding of the mechantms that
rugnlate the formation of 2n ccchusive thoombus. B i
mieresting to oote that many of thewe g2ps e mlxted
to the fonctionzl aspects of the apparently simple plate-
It cell, which pasticipates in throesbosds. Platelats play
2 by mols I protective haemostasds and pathological
thrombeosis. This bas besn largely demonstrated by the
rulaticmship of quantitative and'or qualitatve disordars
of platelets with bleeding and by the clinical benedits of

'Mlﬂuurquldﬂu:mhluﬂuuﬂn"ﬂ:.l.::.:i;ihl
Universtania v Pobibmics Li Fe, Al Famerdn Al Marverd],
B, Frasi: 460706, Vilesas, Sguen, TelFae: <3406 246638, +14-
6] 345520, Fomuil: mesanls asl@vic

WPITTHLE BRI

antiplatelet drags in preventing recemrent evants in pa-
tisnts with CVD. Howewer, recent evidence suggest
that platlets conld act as cellular medistors @ memy
other physiological and pathephysiological respeasas,
sach & safeguarding wessel imegrity, impwmity, in-
flammation, cancar, and angicgenssis [1,2].

Deapite its apparunt simplicity, the platelat is a
bighly specialized functional sofity, given it cexiral
robe in the haomostatic and thrombetic processes. To
parform thess finctions, platalsts have a varsty of re-
ceptons on. thedr surface that mspond fo multiple sHm-
uli. They also have the ability to store, symthesize and
rulszse different compounds, and contzin a complex
signal tramspsission sysiem that infegrates the signals to
specifically mapond to cach stirwls [1]. These mecha-
pises of sigml tamsduction incheds protem phos-
phorylation em tyzosine [1] and serine/threcning [3,4],

& 1014 Banthoo Scismcs FabEcbers
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The histone deacetylase sirtuin 2 is a new player in the

regulation of platelet function
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T clle Shls arsche Moacandt & Valls | Laterre &, kv B, Satos MT. The histem: deacetdae drtuin 2 5§ a mow oy in the regolaton of

et bl [ Tihveral Haarian! 205 13 11054

Summary. Seckgrossd Hidone decetvhsss  (HDAC)
ploy a key roke o sgnabomg momany cell dypes. However,
il & lnown abont the parseipation of HDACS, partie
nlarly sirtoire {S[RTs), ih plaeiet reactivity. bgerie To
mwstigate the role of HDACS in platedets, we sxamimed
the sffeets of SIRT mhibison on plaek focion and
poiem acsiylaton i homan plaekss Merkodr We med
washed platsiels obtaned from healthy sohjects. Camb-
nal SIET 1 and SIRTZ mahiiar), AGE? ﬂpﬂ!ﬁn’.‘ SIRTZ
imhibitor) and EX42T (specific SIRT1 inhabiior) were wed
as SIRT imhihitrs. Plwles were stmmbted with ool
gen, thrombin, or L6813, and plaiss mespomes were
deermined aceording 1o optical aggregametry findings,
demse gammke relmse, and cyiosnle caloom bevels (Fore
2AM floorescence). Protan acetylaion and phosphoryde
tion wene ssswed by mummnohlofting.  Resdro SIRT
imhibition remarkably redoced plateied nesponses {agare g
tion, gramole relsse, and oyiosolic calkomom kel
P 00%) SIRTY was pesent in plitdes @ the bvel of
mBNA and proism, and iis speafic mhibison redoced
plosdet remporsss. The acefylated protsn  patiemn
oheerved in resting platedsts changed duoning platebs
aggregaton. Inhitetion of STRT2? moressed the aceiye
tion of Akt lonase, which in tarn hiocked agonsst-nduced
Al phosphordaion and glyoogen synihase lonase 3
phosphordaion, which are markes of Al aciniy.
Fimally, eollagen dndnoed aggregtion provoksd Akt aces
vlation. Coveluskon: Regulation of pmiein acstylaton by
SIRTEplays a central mis in pluislet fonction. The efacts
of SIRT2 are mediaied m pari by the aceidaiion and
imhdhition of Akl Thee resols open a new ovemse for

Commpmal FESERR T k. 1B La Fe, Hopial Usimei-
s y Pdithmcs La Fe, Anl Fosads Abrd Mool 44036
Valewia, Spen.

Tl +34 081 M8 B + 34 06 1248400

Bl moasede miEgram

Recoved 34 Jane Xi4
Mamacigi badial by V. (ki
Foal dessox P H Resma, 24 Az=l X015

B2005 Idrmemal ooy o Thamban md Hemes s

resmrch imto the comirol of platels fonction, and may
hedip o identify new therapemic argsts.

Keywerds: acetyation; Ak} protan bnase hiood pliset
sagnal trareatnction; st

Introd uction

Lysme acsiylason & 2 key postdramnsbional protsn
modifimtion that affes histones and egolaies gene
apresion [12] In addiion, receni prodecmse stodies
have dsenibed mempecied roles of heine acetylation i
ssveral other ofllolar process, soch @ the negolation af
imtenmed g msighadism, microtohale rearganization, and
the cell cycle. Chondhary er al [3] dentfiad = 3500 acety-
Lson sites i~ 1T acetylaed proteres, which & oom pa-
rahile do the SHO0 phcsphorydaison siss m o~ 200 protsms
descnbed previomly. Thensore, the s of the acenlome
B quckly approaching that of the phosphaprotenme,
which suggests that lysaine acetvlason plos a major ok
i agnal transdection processs (4,5

The aceiyhson of hysnes is regolied by the equilibs
riom between hestone acefyliranaferzes, which add acety]
Fonge, and hestone dearetylees (HDAs), which remove
welyl gromps [£] The 12 mown HDACs are olesafied
mto foar fmilies. (lasess | and 1 are miered 1o s " clas-
ac' HOACs their enmymate aciivily & inhhiied by
tchostain A (T5A) HDACH & fhe only mown
class IV HDAC, and i & Deersite o TSA. In mamnma-
Ban ook, the cles [0 dmcetylase famaly, oommanly
referred 1o g5 the sirtmns (S[RTs), inchades ssven mam-
bers that are stroctorally wnrelaed 10 HDACs and
requre MAD® as a cosnbstrase. The SIRTs ane i bohitad
by micotinamsde, b not by TSA. The kealmaton of
SIRTs in the cyioplasm was an early indiaison that pro-
fein acetylaton hasa nonaoclear funeton. Genetic stod-
i in different mode] orgamems have mplicatd the
SIRTs in fespan comiral, calone rednction, and other
mtrient resporsess that are diealy binked to meahobc
regulation [T]. These stodes provide genetic evidence for
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Neutrophil extracellular traps are increased in patients with acute
ischemic stroke: prognostic significance
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Summary

Fautrophil axtraceiiutar traps [HETs) ar natwonis of DHA, hisonas,
and profeoiytic snaymes produnsd by acthaied reutrpls theough
dfforent mechanisms. MET formation & promotod by adhvalod pia-
et and ican I bum achaii platiats, s favoring Sombotic pro-
rezs WETS have boon delacied In venous and srbarial Sheomibosls,
but: data In stk ame srace. The: alm of tis sty was 1o el
KETS In tha plasma of patiants with aculs lschamic stmics and thalr
poteniial 3modztion with hasdine dinkal carxioisio, shom o
werity, and one-paar dinkal oulromes. The = udy Inchudid 243 patknts
with 2t Ischamkc shobe. inkcal and demographic data and sk
ol sile sawertty [NIHSS and mis] ot onsst and disrhams werk rc-
e, Warkars of METS (cell-fee DHA, nuclaosomes, and citnulinatzd
histong 3 fotHE]), wera dobammings In plasma. Falkrks were Aok
owod-uy for 12 months atiar the: chamic oven. NETs wars signill.
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Imtroduction

Sermke ks 2 wordwids |mding cus: of death, permanent disshiity
anid dementia, and the Incldence mtes are ey bo be maintained
o even Increase In the fatue due b the aging of the population (1,
7). Treatment=: for acute lschoemic stoke continoe in evolve afier
the superior vakee of endovasoelar thrembednmy was confirmed
wer sysemic theomholysts, Unfortemetsly, oumemus nenropm-
tecttwe drugs have filed to show benefit in the toatment of acde
kschmemic stmke, making the smrch for new treatments mpen-
tive (2], Sehstantlal evidence supports the impartance of throm.-
boinflammation a5 an Iniegral mmponent of lschemic smke pa-
thopiysinlogy (3). Fistelets not only play 2 centrd role in the
thrombotic proces, 25 demonsirated by the beneft obiained by

antiplaielet treatments, but dsn participate in tmomenity and lo-

& Schattauser 2017

Gl disvatad In e plzsma of pallonts wilh acuts brhamic stois
whan compared £0 haay subjects. KETS wers incuased In padents
who were ower 55 yaars of age and In those with a history of atrial
fibrilation (&R, cardnembollc stmi, high glumes leves, and savere
shoém soors af admimion and In multheriaa
ehavated kevels of dH3, the most spedfic marker of NETS, at omset
wore Indopendantly assoctaied with AF and ailcasa mortalty at one-
yoar fiolicw-up. METs play 2 ok In the pathophysiclogy of stroke and
am amociated with saverty and moralRy. In onclsion, dtH3 may
consThita 3 wefl prognestc maner and Therpeutc et b pa-
Hans with 30z sk,

Keywords
Stroks, axiraceliutar Fraps, sl Abrl2ion, s, Immunty
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flammation (). Hirwever, plateiets are not the caly cells &t par-
tidipate in thess proceses. Sudies in mer bomiory have demoa-
strated that regalate platelet fanctinn ot several lewels,
Induding the releasz of plaidet 1k [ granules, syptteds of
terombseane Ay, and acitvation of ITh 11k integrin (3, £, In add-
tion, platelet erymoyte Interacticas redece the effect of aspirin
In peiients with aruie steoke 7, 2). Recenthy, the roleof nentroplils
In the trombainfammatnry process Bzx taken 2 new direciion
with the demonstrasion of the imvoiwement of nemtropil sytrace -
Iular traps (NETs}. Dhring NETs formation, neutrophils refisse
tedr nucear enotent (DMA and hignnes) and become dernratsd
with protentytic enzymes (9, 10), wiich ace kmown for el antt-
micmhial fanction and beneficlal effects agpins infections (3, 10).
NETs Earve also heen shown io act 25 a thrombaotic inderes, leading
o the emerging concept of immmenothrombosts, e lnk hetween

Thrombosi and Haamoszls 10017

221



8. Anexo

222



8. Anexo

o | s I 2
R CRETIOH (pring), 13 5 fatronid

Plaalay, Tarly Orilra: -5
© SO0 Tylor & Frandn. O0F 1001 CRWEST] M1 & TR 19

i Francis

W

Sk

LETTER TO THE ELNTOR

The time between venepuncture and blood incubation is critical for

serum thromboxane B2 synthesis
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©552) Platelet function in malignant hematological

disorders
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INTRODUCTION

The key rale played by platelets in protective hemao
staxis and pathological thrombosis has been brgely
demmnstrated by the mlationship of quanttative
and for qualitative disorders of platelets with bleed-
ingand by theclinical benefit ohserved by the we of
antiplatelet drugs in preventing recurming events in
patients with cardiovascular diseme  However,
emerging data suggest that phitelets could at as
cellulx mediators in many other physiologica
and pathophysiclogical regponses, inclhiding sade-
guarding vesse] integrity, im munity, inflam mation,
cancer and angiogenests [1.2] (Fig. 1L
Hemorhagic complications remain 2 major
problem for early death in pabients with amte len
kemia, partionlarly in acute promyelocytic | eukemia
(APL) (4] Therefore, platedet transhsion is a key
treatment in these mtients [5]. However, new stud-
im have revealed that the efficacy of platelet trans-
fusion is madest, and i noeases the risk of infecton,
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infhmmation and, unexpectedly, thromboss [5).
Additionally, the ocomence of throm hosts appears
o he more mmman than previously apprecised in
nd nriduals with al types of adult leukem tas, inchd-
g APL [3.4.46, 7] as a hy peronagu b le state has heen
ahserved in these patients [8]. Furthermore, throm-
hosis 15 2 prevalent poblem in mysloproliferathve
dismes much a5 swential thrombocythemts and
polycythemta vera [6].
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The association of thromboxane A; receptor with lipid rafts is a
determinant for platelet functional responses
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The administration of a loading dose of aspirin to patients presenting
with acute myocardial infarction while receiving chronic aspirin
treatment reduces thromboxane A,-dependent platelet reactivity
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