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RESUMEN

La secreciónplaquetariaesun fenómenocomplejoen el cima] intervieneneinteractdan
diversossistemasmetabólicosintracelulares.

En el presente trabajo se ha estudiado la participación del metabolismo de
polifosfoinosítidosy delos segundosmensajerosderivadosde esteúltimo en la secreciónde
serotoninainducidapor agonistasfisiológicos (trombina) y afisiológicos (lonóforo cálcico
A23187, GTPTS, NaF) en plaquetascaninas.

Asimismo, sehaabordadoel estudiode lasvíasde liberaciónde ácido araquidónico
en plaquetascaninasestimuladaspor diversosagonistas,así como la implicación de este
ácidograsoy desusmetabolitosoxigenadosactivos(endoperóxidoscíclicos,Tromboxano-
A2) en la secreciónplaquetariade serotonina.

Se ha investigadotambién la existenciade proteínas-O-reguladorasen plaquetas
caninasy su posibleparticipaciónen los fenómenosde secreción.

Los resultadosde nuestrotrabajo demuestranla participaciónde la hidrólisis de
polifosfoinositidosen la secrecióninducida por trombina, evidenciandono obstantela
existencia de vías de activación alternativas independientesdel metabolismo de
polifosfoinosítidosy estimulablespor calcio y/o proteínas-O-reguladoras.

Nuestrosresultadosindican asimismoque la formaciónde metabolitosoxigenados
activosdel ácido araquidónicono es indispensableparaque sepuedaproducir la secreción
en plaquetascaninasactivadaspor trombinao lonóforoA23 187.

Finalmente,sedescribenlosefectosinhibitoriosdela albúminadesuerobovino (BSA)
sobrela secreciónplaquetariade serotoninaestimuladapor trombinao ionóforo A23187.
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IMPORTANCIA DEL TEMA

El estudiode las basesmolecularesde los fenómenosde activación celular se ha
convertidoen los últimos añosen unade las lineasde investigaciónprioritariasdentrodel
áreade la biología celular. Uno de los sistemascelularesquecon mayor frecuenciaseha
utilizado en estecampode investigaciónhan sido las plaquetassanguíneas,ya que estas
célulasposeenla capacidaddeactivarsecomoconsecuenciadesu interaccióncon unagran
variedaddeestímulosexternos,experimentandodiversoscambiosestructuralesy metabólicos
queinducirán lasclásicasrespuestasplaquetariasdeactivación: cambiode forma, adhesión,
secrecióny agregación. Los mecanismosmolecularesimplicados en estasrespuestasde
activación plaquetarias son numerosos y complejos, incluyendo flujos de calcio,
fosforilacionesprotéicas,oxigenacióndel ácidoaraquidónico,estimulacióndel metabolismo
decienosfosfolípidosy otrossistemaspococonocidoshastael momento.La grandiversidad
de rutasmetabólicasqueresultanactivadastrasel contactocon los agonistasespecíficos,y
el hecho de que la mayoríade ellas seancompartidaspor otros muchostipos celulares,
convienena lasplaquetasen un modelo ideal parael estudiode los sistemasimplicadosen
los fenómenosde activación.

Porestosmotivos, hemosescogidoel estudiodelasbasesmolecularesde la activación
plaquetariacomotemade nuestratesisdoctoral, centrandonuestraatenciónen la cadenade
sucesosqueconducena la reacciónde secreciónen estascélulas. Con este objeto, hemos
centradonuestro trabajo en el estudio del metabolismode polifosfoinositidosy ácido
araquidónicoy en suposibleimplicación en los procesosde secreciónplaquetaria.Nuestro
objetivo principal ha consistidoen esclarecerel grado de participación de estasrutas
metabólicasen los fenómenosde secreción, tratandoasimismode evidenciar la posible
existenciadevíasalternativasparala activaciónplaquetaria,temaquehadespertadoun gran
interésen los últimos años.

Por otra parte, la constataciónde que la bibliografía referentea la fisiología
plaquetariadel perro eraprácticamenteinexistente,nos llevó a escogeresta especiepara
llevar a cabonuestrotrabajo, ya queconsideramosimportantey necesarioprofundizaren el
estudiode la funcionalidadplaquetariade una de las especiesanimalesque con mayor
frecuenciaesutilizadaen los modelosexperimentalesde múltiplesenfermedades.

Finalmente,desdeel punto de vista veterinario,consideramosqueel estudiode los
mecanismosde activaciónde lasplaquetascaninaspuederesultardegran ayudaparallegar
a comprendermejor la etiopatogeniade múltiples procesosque cursan con posibles
alteracionesfuncionalesde estascélulas y que con frecuenciase presentanen la clínica
veterinaria(coagulopatíasde etiología diversa, diatesishemorrágicasasociadasa otras
enfermedadesprimarias,etc). Por este motivo, y teniendoen cuentaquepor lo generalel
veterinario no está familiarizado con los aspectosbioquímicos y molecularesde la
funcionalidad plaquetaria,hemoscreído convenienterealizar una revisión bibliográfica
exhaustivaen la cualsedescribenampliamentelos principalesmecanismosimplicadosen los
fenómenosde activaciónde estascélulas.
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OBJETIVOSDEL TRABAJO

Al plantearnosel presentetrabajo, y considerandolos argumentosexpuestosen el
apanadoanterior,nos propusimosun objetivo fundamental:

1<>.- Estudiodela participacióndel metabolismodepolifosfoinosftidos enla secreción
de serotoninainducidaporagonistasfisiológicos(trombina)y afisiológicos(ionóforocálcico
A23187) en plaquetascaninas.

Queremosreseñarasimismoquea medidaque nuestrotrabajo fue avanzando,fue
adquiriendocadavezmásimportanciaotroparámetrode activaciónsobreel cualno pudimos
encontrarinformaciónen la bibliografíaconsultada,por lo quesuestudioseconvirtióenun
segundoobjetivode nuestrotrabajo:

2o.~ Estudiode las víasde liberación de ácido araquidónicoen plaquetascaninas
estimuladaspor diversosagonistas.

Deestaformahemospretendido,porun lado,contribuir al mejorconocimientode los
mecanismosmolecularesimplicados en los fenómenosde secrecióncelular, y por otro,
profundizaren el estudiode la funcionalidadde lasplaquetascaninas,esclareciendoalgunos
aspectosde susvíasde activaciónquehastael momentono habíansido descritos.
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1. PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN PROCESOS FISIOLOGICOS Y
PATOLOGICOS

Lasplaquetassoncélulassanguíneasanucleadas,producidasporla fragmentaciónde
los megacariocitosde la médulaósea.

Elnúmeronormaldeplaquetascirculantesen el perrooscilaentre150.0O-500.000/pl,
con un volumenmediode7.3-8.3fi. La vida mediade lasplaquetasen estaespecieesde
unos 6-9 días, permaneciendoen condicionesnormalesun 30% dcl total de plaquetas
secuestradasa nivel del bazo. Una vez cumplido su periodo vital, las plaquetasserén
destruidaspor las célulasdel sistemaretículoendotelialdel bazo,hígadoy médulaósea
(1,2>.

La función principal de las plaquetasconsisteen participaren el fenómenode la
hemostasia.La bemostasiaesel complejoprocesofisiológico a travésdel cual seprevienen
y controlanlasextravasaciónesde sangreapartir de vasoslesionadosmediantela formación
deparchesestablesde fibrina. Enla hemostasiaestánimplicadostressistemasprincipalesque
interactúanentresi: la paredvascular,las plaquetassanguíneas,y los factoressolublesque
participanen la cascadade la coagulación.

La participación de las plaquetasen la hemostasiacomprendesu adhesión al
subendotelio,la secrecióno síntesisde determinadoscompuestosvasoconstrictores,y su
agregaciónfinal paraformar un auténticoparcheplaquetarioqueevita mecánicamentela
extravasacióndesangre.

Ademásde su importanteparticipaciónen la hemostasia,lasplaquetasactúantambién
comomediadorasen los fenómenosde inflamacióny reaccionesinmunológicasmercedalos
compuestosque contienenen sus gránuloscitoplasmáticosy a su capacidadpara fijar
inmunoglobulinasy paraactivar la cascadadel complemento.

Cualquieralteraciónde la reactividadnormalde estascélulaspuedecontribuir a la
patogénesisde diversasenfermedadeso a sus complicacionestromboembólicas.Entre las
múltiplespatologíasenlasquelasplaquetaspuedenverseinvolucradas,destacanla trombosis
y aterosclerosis,las complicacionesvascularesde la diabetesmellitus, la cardiopatía
isquémica,alteracionesrenalescomoel síndromenefrótico y lasglomerulonefritis, y las
reaccionesde rechazoa los órganostrasplantados(2,3,4,5,6).
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2. RESPUESTASPLAQUETARLAS DE ACTIVACION

Unacaracterísticafundamentalde estascélulasradica en sucapacidadde respuesta
frente a una gran variedadde estímulosexternos. Tras ser estimuladas,las plaquetas
experimentanunaseriede cambiosmorfológicosy metabólicosque incluyenbásicamente
fenómenosde adhesióny cambiode forma, seguidosde agregacióny secreción(7).

Existe un gran númerode agentescapacesde inducir estetipo de respuestasen las
plaquetas, incluyendo compuestostan diferentescomo proteasas(trombina), proteínas
estructurales(colágeno),fosfolípidos <platelet-activating-factor,PAF) y muchosotros de
difícil clasificación.Sin embargo,a pesarde estagran heterogeneidad,todos los agonistas
plaquetariosfisiológicoscompartenuna característicacomúndentrode sus mecanismosde
acción: la uniónareceptoresespecíficossobrela superficieplaquetaria.La señalemitidapor
los receptoresactivadosserátransducidaa travésde la membranaplasmáticadandolugara
la estimulacióny regulaciónde determinadossistemasefectores; al activarse,estossistemas
efectoresmodularánlos nivelesde una seriede mensajerosintracelularesqueseránlos que
finalmentedesencadenenlas respuestasplaquetarias(Fig. 1)

St.> Extracelutar

RECEPTOR

EFECTOR

Menee>srLmc.>uiar

yRespuesta P~aqu.ta¡ia

nG. 1. TRANSFORMACION DE SENALES EXTRACELULARES EN RESPUESTAS
CELULARES

1
U
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Las respuestasde activaciónqueexperimentanlasplaquetastrasel contactocon un

estímulo,puedenagruparseen dosgrandescategorías:

2.1.- Respuestasreversibles

En estegrupose incluyen: -Adhesión
-Cambiode forma
-Agregaciónprimariareversible

2.2.- Respuestasirreversibles

Incluyen: - Secreción
- Agregaciónsecundariairreversible

No seconoceconexactitudla finalidad de las reaccionesdetipo reversible,si bienes
probableque puedanestarasociadascon ciertasfuncionesplaquetariasrelacionadasconel
mantenimientode la integridadde la paredvascular(8,9).

Las respuestasde tipo irreversible están implicadas fundamentalmenteen los
fenómenosdehemostasiay coagulación,asícomoen numerososprocesospatológicos,como
la cardiopatíaisquémicapor obliteración de los vasos sanguíneoscoronarios y otras
complicacionestromboembólicasde etiologíadiversa.

2.1.-Respuestasreversibles

2.1.1.- Adhesión

La adhesióny el cambio de forma son las primerasrespuestasplaquetarias
frente a los estímulosfisiológicos.Cualquierlesiónvascularqueconllevela exposicióndel
subendotelio,inducirá la inmediata adhesiónde las plaquetasa este último mediantela
interacciónde dos macroproteinasespecificas:el colágenoy el factor de von Willebrand
(vWF) (10,11).

El vWF actúade “puente” entrelasplaquetasy el colágenosubendotelial,uniéndose
mediante distintos dominios de su molécula por un lado a un receptor de membrana
plaquetario(OlicoproteinaIb), y por otroa las fibrasdecolágenosubendotelial(12,13,14).
La intervencióndel vWF esesencialparaquesepuedaproducireficazmentela adhesiónde
las plaquetasa la pared vascular; las plaquetasde pacientescon enfermedadde von
Willebrand (nivelesdisminuidosdevWF), y lasprocedentesde enfermoscon síndromede
Bernard-Soulier(ausenciadel receptorparavWF), muestranunacapacidadde adhesiónal
subendoteliomuy reducida(10,15).
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2.1.2.- Cambio de forma (Shape-Change’)

Comoconsecuenciade suactivación,lasplaquetasexperimentanunaseriede
cambiosmorfológicoshastaadoptarun aspectocaracterísticoquelasdiferenciadelascélulas
en reposo(16).

2.1.2.1.-Estructurade lasplaquetasen reposo

Lasplaquetasen reposoposeenun contornodiscoide,mantenidopor un potentehaz
de microtúbulos dispuestoa manerade circunferenciainmediatamentepor debajode la
membranaplasmática(17).

Estascélulaspresentanmúltiplesorganelasdispersaspor el citoplasma,siendolasmás
abundanteslos gránulosdealmacenamiento,queseclasificanen 4 gruposatendiendoa sus
característicasultraestructurales,contenidoy densidadelectrónica;entreellos seencuentran
los a-gránulos,gránulosdensos,lisosomasy microperoxisomas.

a) a - 2ránulos

:

Los a-gránulossonlasorganelasintraplaquetariasmásabundantes;tienenun diámetro
aproximadode 300-500 nm, con una forma oval o esférica, y vistos al microscopio
electrónicopresentanun nucleoidede densidadmoderadaincluido dentro de una matriz
difusay ligeramentegranular.

Estos gránulos contienen numerosasproteínas implicadas en fenómenos de
inflamación,coagulacióny cicatrizaciónde heridas,entrelascualesse incluyen:

- Proteínasadhesivas: Fibrinógeno
Fibronectina
Trombospondina
vWF

- Factoresquimiotácticos

- Factoresde crecimiento: Factorde crecimientoplaquetario(PDGF)

Factorde crecimientotransformante-fi(rGF-fi)

- Factoresantiheparínicos: Factorplaquetario-4(PF-4)

il-Tromboglobulina(5-TO)

b) g¡~j~g~j

Losgránulosdensosson menosnumerososy máspequeñosquelos a-gránulos,con
un diámetroquepuedeoscilarentre200-300nm. Son las organelasmáselectro-densasen
plaquetastratadasconosmio, presentandounazonaoscuracentral rodeadapor un halo más
claro.
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Los gránulosdensoscontienenfundamentalmente:
- Nucleótidosde Adenina(ATP, ADP) implicadosen el metabolismo

plaquetarioy en los fenómenosde hemostasia.

- Aminasvasoactivas(Histaminay serotonina)

- Cationesbivalentes<Ca2~ y Mg2~)

c) Lisosomas

:

Los lisosomassonpequeñasvesículasde 175-250nmdediámetro,quesolamenteson
visibles utilizando técnicas especialesde tinción, y que contienen diversas enzimas
proteolIticas (fosfatasasácidas,aril-sulfatasa,etc).

d) Microperoxisomas

:

Los microperoxisomasintraplaquetariosson muy pequeñosy escasos,siendo la

catalasasuconstituyentemayoritario.

Ademásdelosgránulos,lasplaquetasposeentambiénotrasorganelascitoplasmáticas
entrelas queseencuentranmitocondrias,pequeñosgránulosde glucógenoquesirvencomo
reservaenergética,y una formación membranosaque deriva directamentedel Retículo
EndoplásmicoLiso del Megacariocito,y que recibeel nombrede Sistematubulardenso
(DTS). La misión principal del DTS consisteen mantenersecuestradoel calcio intracelular
en las plaquetasen reposo,localizándoseademásen su membranaimportantesactividades
enzimáticas(fosfolipasas, ciclooxigenasa)que serán estimuladasdurantelas fases de
activacióncelular.

La membranaplasmática de las plaquetas en reposo presentauna superficie
homogéneay lisa, conpequeñosorificios correspondientesa lasaperturasde los canalesdel
SistemaCanalicularAbierto (OCS); el OCS estáconstituido por invaginacionesde la
membranaplasmática,quesedifundenportodo el citoplasmaplaquetario,facilitandoasí la
liberacióndel contenidode los gránulosdurantela reacciónde secreción(16). No obstante,
lasplaquetasde los bóvidoscarecende OCS,por lo quesu mecanismode secreciónpuede
serdistinto al deotrasespecies(18).

2.1.2.2.-Estructurade plaquetasactivadas

Al serestimuladas,lasplaquetasexperimentancambiosmorfológicoscaracterísticos
(“Cambio de forma”); pocossegundosdespuesde contactarcon el agonista,las células
pierdensu clásico contornodiscoidey adoptanuna forma esférica,al mismo tiempo que
comienzana emitir numerososy largos pseudópodos.La membranaplasmáticase torna
irregulary presentaprotusionesamorfas(19).
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Estos cambios de la superficie externa plaquetariase acompañantambién de
movimientosde las organelascitoplasmáticas,quese desplazanhaciael centrode la célula
comoconsecuenciade la contracciónde la bandacircunferencialde microtúbulos(20,21).

En plaquetasplenamenteactivadas, todas las organelasaparecencompletamente
agrupadasen la zona centralde la célula, rodeadasíntimamentepor un potenteanillo de
microtúbulosy microfilamentosque continuarácerrándosecada vez más, hastaque el
contenidode los gránulossecretoressealiberadoa travésde los canalesdel OCS durantela
reacciónde secreción(16).

Todoslos estimulantesplaquetariosinducenun Cambio deFormacompleto,excepto
la epinefrinay los ésteresde forbol (22,23).

El Cambio de Forma experimentadopor
independientede los cationesextracelulares(Ca2
produzcanposteriormenteagregacióny secreción
agonistas(24,25).

las plaquetasactivadases totalmente
Mg2), y puedeser inducido sin quese
si se utilizan concentracionesbajas de

En la Fig. 2 serepresentaesquemáticamentela estructurade unaplaquetacaninaen
reposo(cortetransversal),pudiéndoseapreciarsu contornodiscoidey las distintasorganelas
citoplasmáticas.

MP

SG. 2. ESTRUCrURA DE UNA PLAQUETA EN REPOSO (corte transversal>
MP: Membranaplasmática,GD: Gránulosdensos,MC: Mitocondrias, uG: Gránulos-”,
AG: Aparato de Golgi, MT: Microtúbulos, DTS: SistemaTubular Denso, OCS: Sistema
CanalicularAbierto, Gluc: Gránulosde glucógeno,GP: CubiertaGlicoprotéica.

MT

GD orO
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2.1.3.- Agregación

Por lo general, se puedendistinguir dos fasesdistintas dentro de la agregación
plaquetaria(26,27).

a) Laprimeraocdadeagregaciónoagregacióoprimaria,queesreversibleytiene
lugar sin queseproduzcala reacciónde secreción,y

b> La segundaondadeagregaciónoagregaciónsecundaria,queyaesirreversibley
va siempreasociadaa la secreciónplaquetaria.

2.1.3.1.- Agregaciónprimaria

La agregaciónprimaria, reversible,puedeserinducidapor concentracionesbajasde
estimulantes plaquetarios, siempre en presencia de Ca2 y/o Mg’~ (28) (solamente
concentracioneselevadasde agonistasmuy potentescomola trombinasoncapacesde inducir
la agregaciónen ausenciade calcio extracelular(24)). En estascondiciones,cuandoel
agonistaesdébil o su concentraciónesbaja, la agregaciónplaquetariaseráreversible,es
decir, que al cesarel estimulosedisociaránlas plaquetasqueestabanenglobadasen los
agregados,retornandolas célulasa su estadode reposooriginal.

La agregacióny desagregaciónde lasplaquetas,va asociadaa la unión y disociación
de fibrinógenoa susreceptoressobrela superficieplaquetaria(un complejoformadopor las
Glicoproteinas111,/lila) (29,30);paraquesepuedaproducir la agregación,esnecesarioque
estosreceptoresseanexpuestosenlamembranaplasmática(cosaquesólosucedeenplaquetas
activadas)(30), y que el fibrinógeno se una a ellos en presenciade cationesdivalentes
(31,32).Parecequela uniónde estosúltimos (Ca2~ ó Mg2i al complejoGp lib/ma, regula
la orientaciónde estereceptorsobrela superficieplaquetaria,haciendoposiblesu interacción
con el fibrinógeno(33,34).

2.2.-Respuestasirreversibles

2.2.1. Agregación

2.2.1.1.-Agregaciónsecundaria

La agregaciónsecundaria,ya irreversible,esunaconsecuenciadirectade la reacción
de secreción;en otraspalabras,lo que transformala agregaciónplaquetaria reversibleen
irreversible, esprecisamenteel procesode secreción;unavez que las plaquetasya han
liberadoel contenidodesusgránulosal medioextracelular,la agregaciónserácompletamente
irreversible.

Así, la formaciónde grandesagregadosplaquetariosirreversibles,estámediadapor
el ADP y Ca2 secretadosa partir de los gránulosdensos(35), las proteínasadhesivas
(incluyendo fibrinógeno,fibronectina, trombospondinay vWF) liberadasdelos a-gránulos
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(36,37), y por los endoperóxidoscíclicosy Tromboxano-A2formadosa partir del ácido
araquidónicoliberadoen el interior de lascélulastras la activación(38).

La posibilidadde medir la agregaciónplaquetariain-vitro, hacontribuidode forma
importanteal mejor conocimientode la funcionalidadde estascélulas.En 1962, Born (39)
y OBrien (40) describieronuna técnicafotométricasencillaquepermitíacuantificar la
agregaciónplaquetaria:estos autoresobservaronquecuandose añadíaun agonistaa una
suspensiónde plaquetasen agitación, la transmitanciade luz a través de la muestra
aumentabaproporcionalmenteal gradode agregacióndelas plaquetas.Medianteestesencillo
método,esposiblemedir la agregaciónplaquetariaen respuestaa unagran diversidadde
agonistas,pudiendo incluso diferenciarse las dos ondas de agregación (reversible e
irreversible). Con esta misma técnica, se puededetectartambién el cambiade forma
experimentadopor lasplaquetasantesde la agregación,yaquela esferizaciónde su contorno
provocaun descensotransitorio de la transmitanciaque aparecereflejadoen la curvade
agregación.

En la Fíg. 3 aparecen representadasalgunas curvas de agregación plaquetaria
registradascon los agregómetrosópticosconvencionales,en las que sepuedenapreciarel
cambiode forma y las dos fasesde la agregación.

agregación
reversible

N
D
-J
4
-J
w
o
2
o
<Ji

ti>
2
<1

ir agregacion
irreversible
(2 ‘onda)

FR]. 3. CURVAS DE AGREGACIONPLAQUETARIA

plaquetas
en reposa

Cambio
de

Forma

It
Aganista

lA onda de
agregación

Secreción
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2.2.2.- Secreción (Release Reaction’)

El procesode secreciónplaquetariaconsisteen la liberaciónal medioextracelulardel
contenidodelos a-gránulos,gránulosdensosy lisosomas(35).

La secreciónapartir de los a-gránulosy gránulosdensospuedeser inducidapor
cualquieragonistaplaquetario,perosolamentealtasconcentracionesde trombinao colágeno
soncapacesde estimularla secreciónde los lisosomas(41).

Sehan propuestodas mecanismosdiferentesde secreciónplaquetaria;

- uno deellosconsisteen la centralizaciónde los gránulosy suposteriorfusión con

loscanalesdel OCSparaseguidamenteliberar sucontenidoal exterior de la célula(42,43).

- el segundomecanismo,descritomás recientemente,consisteen el desplazamiento
de los gránulos hacia la periferia celular, dando lugar a la formación de estructuras
multivesicularesasociadasa la membrana,queposteriormentesedisociarán,vertiendosu
contenidoal medioextracelular(44).

De esta forma, durantela reacciónde secreciónplaquetariase liberan al espacio
extracelularloscompuestoscontenidosenlosgránuloscitoplasmáticos,cuyamisiónprincipal
consisteen potenciarla activación de la plaquetaoriginal y al mismo tiempo transmitir la
señalde estimulacióna lascélulasvecinas.

3. AGONISTAS PLAQUETARIOS FISIOLOGICOS

Seconsideranagonistasplaquetariosfisiológicosaquellosagentesqueestánpresentes
en el organismo en condiciones fisiológicas y que son capacesde inducir respuestas
plaquetarias.

El númerode agonistasplaquetariosdescritoshastael momentoesrealmenteelevado,
desconociéndoseen la mayoríade los casosel papelfisiológico quedesempeñanmuchosde
ellos.

3.1.- Clasificaci6n:

Los agonistasplaquetariosse dividen en 4frfl~ y fu~ta, atendiendoa sus
requerimientospara inducir una activaciónplaquetariacompleta; estosrequerimientosse
refierenprincipalmentea:

1. Presenciade cationesextracelulares
2. Necesidadde quesehayaproducidola primeraondade agregación
3. Existenciade actividadcicloaxigenasa,con formaciónde metabolitosoxigenados

activosdel ácidoaraquidónico(endoperóxidoscíclicosy TromboxanoA2)
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Los agonistasdÑii~ solamentepodráninducir unaactivaciónplaquetariacompleta
(secrecióny agregaciónirreversible),cuandosecumplanestostresrequisitos.

Por el contrario, los agonistasfr~fl soncapacesde inducirsecrecióny agregación
irreversibleen ausenciade cationesextracelularesy de metabolitosdel ácido araquidónico,
y sin necesidadde quesehayaproducidopreviamenteunaagregaciónprimaria.

Existentambiénunaseriede agonistasde potenciainflm~ia, quepuedenproducir
secreciónsin agregaciónpreviay sin formaciónde metabolitosdel ác. araquidónico,aunque
la inhibición de la ciclooxigenasay la eliminación del ADP reducensignificativamentela
secrecióninducidapor estegrupode agonistas.

Dentrode los agonistasd~bllcz seincluyenel ADP y la epinefrina,mientrasque los
agonistasfrg~c~porexcelenciasonla trombinay el colágeno;losagonistasintcrm~¡~sestán
representadosfundamentalmenteporel PAF, la vasopresinay losanálogosdeendoperóxidos
cíclicosy TxA2,

3.2.-Mecanismosdeacción

3.2.7. Agonistas débiles e intermedios

3.2.1.1.- ADP

El ADP ejercedos efectosdistintos sobrelasplaquetas:

a> * Por un lado induce las clásicas respuestasde activación plaquetaria; las
concentracionesbajasde ADP (0.1-0.5 pM) inducen el cambio de forma, mientrasque
concentracionessuperiores(1-5 uM) son capacesdeestimularla agregacióny secreción(45).

b) * Por otraparte, el ADP antagonizala estimulaciónde la adenilato-ciclasainducida
por PGEI o POI, (concentraciónde ADP con50% del efectomáximo(EC5O): 3 gM) (46).
De estaforma, el ADP reducelos nivelesplaquetariosde AMPc, aunqueestehechopor sf
mismo no essuficienteparainducir la activacióncelular.

Estasdosaccionesdel ADP parecenserprocesoscompletamenteindependientesentre
sí (47). Algunos autorespostulanque el ADP produceestosdos efectosa través de dos
receptoresdiferentes(48), mientrasque otros (49) piensanque ambosfenómenosestán
mediadospor un único receptor.Los trabajosmásrecientes(50,51) revelancomomodelo
másprobableparael mecanismode accióndel ADP, la uniónde éstea dos lugaresdistintos
dentrode un mismoreceptor,aunquedichoreceptorno ha podido sercaracterizadoaún.

Otro importanteefectodel ADP sobre la funcionalidadplaquetaria,consisteen su
acciónpotenciadorasobre la activacióninducidapor otros agonistas.Se ha demostradola
existenciade esteefectopotenciadordel ADP en la estimulacióninducidapor colágeno(52),
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análogos de endoperóxidoscíclicos (53), epinefrmna (54), fibrinógeno (55) y por
concentracionesbajas de trombina (las concentracionesaltasde trombinaparecenactuar
independientementedel ADP) (56).

3.2.1.2.-Epinefrina

Ya en la décadade los 60 sedemostróque las catecolaminaspuedenactuarcomo
estimulantesplaquetarios(57); dentrodeellas,la máspotentepareceserla epinefrmna.Si bien
lasconcentracionesde epinefrmnapresentesde forma fisiológicaen la circulaciónsanguínea
son mucho menores(0.1 nM) quelas necesariaspara inducir la activaciónplaquetariain-
vitro (>0.1 aM) (58), se ha comprobadoque concentracionesrelativamentebajas de
epinefrinapuedenincrementarla respuestaplaquetariafrentea otrosagonistas(59,60),por
lo quesehaatribuidoa la epinefrinaun papel comopotenciadorfisiológico de la activación
plaquetaria,especialmenteen las situacionesquevan asociadasa aumentosde los niveles
sanguíneosde estacatecolamina,comoporejemploen losestadosdestress(58).

La epinefrmna,al igual queel ADP, ejercedosaccionesdistintassobrelasplaquetas;
puedeactuarcomo agenteagreganteo pro-agregante(concentracionesefectivas0.4-1 pM)
(61,62),o biencomoinhibidor de la adenilato-ciclasa(0.2-0.7gM) <61,63).

Ambosefectosson mediadospor la activacióndereceptorescx2-adrenérgicos(64). El
receptora2-adrenérgicode lasplaquetashumanasha sidocaracterizadorecientemente(65),
y seha demostradoquela unión de la epinefrinaa estereceptorestimulala actividadGTP-
asade Gi (66) modulandoasí la actividadadenilato-ciclasaplaquetaria.

3.2.1.3.-PAF(FactorActivadorPlaquetario)

El PAF óPAF-aceter<1-O-alquil-2-O-acetil-sn-glicero-3-fosforilcolina)esunpotente
activadorcelular,capazde estimulardiferentestipos celularesentrelosque seincluyen las
plaquetas,neutrófilos,monocitos,célulasendoteliales,células musculareslisas, neuronas,
y célulasmesangiales(67). La gran diversidadde células-dianasobrelas quepuedeactuar
el PAF, conduceapensarqueprobablementela acciónbiológicaprincipal deestefosfolipido
no es precisamentela activación plaquetaria(a pesardel nombreque ha recibido); no
obstante,su capacidadpara estimulara las plaquetasal mismo tiempo que a otros tipos
celularesconstituye un fenómenode gran interésya que establececonexionesentre las
reaccionesalérgicaso inflamatoriasy los mecanismoshemostáticos.

El PAF puedesersintetizadopor diversostipos decélulasinflamatorias(neutrófilos,
basófilos,macrófagos(68) einclusoplaquetas(69,70)comoconsecuenciadesuestimulación.

Existen datosqueindican la existenciade receptoresespecíficospara el PAF en
plaquetas,si bientodavíano hanpodidosercaracterizadosporcompleto;algunosautoreshan
detectadoenla membranaplasmáticaplaquetariaunaproteínade 180 kDay otra de 160 kDa
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capacesambasde unirseal PAF (71). Existen numerosasevidenciasde queel receptordel
PAF estáacopladoa unaproteína-Oanálogaa las proteínas-Oreguladorasdel sistema
adenilato-ciclasa(72,73),aunqueestepunto todavíano ha podido serconfirmado.

Como consecuenciade la unión a su receptor, el PAF induce hidrólisis de
polifosfoinosítidoscon formaciónde ácidofosfatidicoen plaquetashumanasy decaballos
(74,75),provocandotambiénunareducciónde los nivelesde AMPc al inhibir la adenilato-
ciclasa(76).

Hastahacepocosañosseconsiderabaal PAF como mediadorde una ‘terceravía”
de amplificación de la activación plaquetaria(77,27), pero en la actualidadha quedado
descartadaestaposibilidad(78,79).

3.2.1.4.-Vasopresina

La vasopresina,ademásde actuar fisiológicamentecomo hormona antidiurética
induciendola retenciónrenalde agua,es un potenteactivadorplaquetario.

Sehandescritodostipos distintosde receptoresparala vasopresina:los receptoresV,
quemediansusaccionesvascularesy glucogenoliticas, y los receptoresy2 mediadoresde la
acción antidiuréticaa nivel renal. Los receptoresV1 estánacopladosa la hidrólisis de
polifosfoinositidosy movilizaciónintracelulardecalcio (80,81),mientrasquelos del tipo V,
inducen la estimulación de la adenilato-ciclasa(82). El receptor plaquetariopara la
vasopresinaesdel tipo V1 vascular(83,84,85),existiendonumerosasevidenciasquesugieren
suacoplamientoala proteína-O-reguladorade la hidrólisisdepolifosfoinosltidos(86).

3.2.1.5.-Acido araquidónico,endoperóxidoscíclicosy TromboxanoA2

Una vez liberadoen el interior de las plaquetasestimuladas,el ácido araquidónico
(20:4) serátransformadoen los endoperóxidoscíclicos PGG2 y PGH2 (EPs)por acciónde
la ciclooxigenasa,y posteriormenteen Tromboxano-A2(TxA,) por la tromboxano-sintetasa
(87,88)(verapanado5.3.).Estosmetabolitosactúancomopotentesactivadoresplaquetarios,
perosonextremadamentelábiles(vida mediadel TxA2 = 3Osg (88)); todos ellosinducenla
secrecióny agregaciónplaquetariasa bajasconcentraciones(10-100nM), siendoel TxA2 el
máspotente(89).

Mediantela utilización de análogosestablesde estosmetabolitosoxigenadosactivos
del ácido araquidónicoseha podido profundizaren el estudiode su mecanismode acción
sobre las plaquetas;éstasparecenposeeren su superficie un receptorcomún para los
endoperóxidoscíclicosy el TxA,, designadogeneralmentecomoreceptorPGHJTxA2(108),
cuyapresenciaen plaquetascaninasha sido demostradapor Mais y col. (90).
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La PGH2 y el TxA, formadosa partir del ácido araquidónicoen el interior de las
plaquetasactivadas,salenal medioextracelularparaunirseasusreceptoressobrela superficie
plaquetaria.Estaunión a sus receptoresespecíficosmedia susefectosbiológicossobrelas
plaquetas;los trabajos másrecientesindican que los receptoresPGHJTxA2 están muy
probablementeacopladosa proteínas-O-reguladorasde la hidrólisis de polifosfoinositidos
(91,92).

3.2.2.-Agonistas fuertes

3.2.2.1.-Colágeno

Como consecuenciade cualquierlesión a nivel del endoteliovascular, el colágeno
subendotelialquedaráexpuesto y entraráen contactocon las plaquetaspresentesen el
torrente circulatorio. Este contacto inducirá inmediatamentela adhesión plaquetariaal
subendotelio,coincidiendola mayoríade los autoresen que la estructurade triple hélice
del colágenonativoesabsolutamentenecesariaparaqueestaactivaciónplaquetariasepueda
producir (93,94).

Parecequela adhesiónde lasplaquetasal colágenotienelugaren dos fases;durante
la primerafaseseproduceun contactodirecto de la membranaplaquetariacon el colágeno
subendotelial,mientras que en la segundafaseel contactoestá mediadopor proteínas
adhesivas(principalmentepor el factor de von Willebrand y en menor medida por la
fibronectina)(94). La primerafaseconsistiríaen un “reconocimientoinicial”, mientrasque
la segundafaseserviríaparareforzary amplificar la adhesión.

La proteínade membranaplaquetariaresponsabledela interaccióndirectainicial con
el colágenopareceser un polipéptido de 168 kDa identificado recientementecomo la
glicoprotema la de la superficieplaquetaria(95,96).

3.2.2.2.-Trombina

La trombina(E.C. 3.4.21.5)es la principal enzimabiorreguladoradel fenómenode
la hemostasia,participandoen esteúltimo a todoslos niveles:plasmático,celulary vascular
(97).

La trombinaesla única serina-proteasadel sistemade coagulacióncapazde inducir
la activación plaquetaria, siendo suficientes concentracionesdel orden de 1 nM (100
miliunidades/mí)paradesencadenarel cambiode forma, secrecióndel contenidogranulary
agregaciónirreversible. Estos cambios fisiológicos se acompañantambién de cambios
bioquímicos que incluyen flujos de calcio, síntesis de elcosanoides,activación del
metabolismode fosfoinosítidosy fosforilación deproteínas.
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Los mecanismospor los cualesla trombinainduce la activaciónplaquetariano han
podido serdel todoesclarecidoshastael momento.

Ya en 1967, Davey y col. (98) describieronquepara que sepudieraproducir la
activaciónplaquetariaeraimprescindiblequela trombinapresentaraunaactividadproteolitica
completa,aunqueposteriormentesedemostróque la cinéticadel procesode activación no
secorrespondecon unasimplereacciónde proteolisis(99,100).Estosautorescomprobaron
que , si bien se requiere trombina proteoliticamenteactiva para que se produzcala
activación, no pareceexistir una transformacióncatalíticade la trombinaduranteeste
proceso, lo cual sugiere que la interacción trombina/plaquetase establecepor dos
mecanismos:por un lado, se produceunaclásica reacción enzimática(catalizadapor la
trombina), y por otro una reacciónmediadapor receptor(en la cual la trombinaactuaría
comoagonista).

Posteriormenteseobtuvieronnuevosdatosqueapuntabanala posibleexistenciade dos
víasdiferentesde activaciónplaquetariapor trombina(101): unade estasvías, sensibleal
pretratamientode las plaquetascon quimotripsina, parecemodular la inhibición de la
adenilato-ciclasa.La segunday fa de activaciónpor suparteseríala principal responsable
de la estimulaciónde los flujos de calcio, activaciónde fosfolipasasy proteina-quinasas,y
de las reaccionesdesecrecióny agregación.

Otra evidenciaqueparececonfirmar la existenciade dos mecanismosde activación
de las plaquetaspor trombina,es el hechode queciertasrespuestasplaquetariasrequieren
solamenteunaexposiciónbrevede las plaquetasa la trombina, mientrasqueotrasrequieren
la presenciacontinuade esteagonistaparaser inducidas(102,103).

Los datosdisponibleshastael momentosugierenque la vía de activaciónsensiblea
la quimotripsinacorrespondea los procesosquerequierenla exposición continuadaa la
trombina, mientrasquela segundavíapodrla correspondera las respuestasde activación
quesolamentenecesitanla ocupacióntransitoriadel receptor.

Estudiosrecientessobre la unión de la trombinaa la superficieplaquetariaparecen
demostrartambiénqueesteagonistainduce la activaciónplaquetariaa travésde diversos
mecanismos.La capacidadqueposeela trombinaparaunirsea las plaquetasintactasfue
descritahaceya muchosaños(104,105),aunqueno sehanpodidoidentificar los puntosde
uniónhastahacepocotiempo. En la actualidad,sehademostradoquela trombinainteractúa
conla superficieplaquetariaen doslugaresdistintoscomomínimo: el primerodeellosradica
en la glicoproteinaIb de la membranaplasmáticaplaquetaria(106,107),y el segundoen la
glicoproteinaY (108,109).

LostrabajosdeHarmony Jamieson(110,111,112)hanpuestoenevidenciaqueexisten
tres tipos dereceptoresparala trombinasobrela superficieplaquetaria:de alta afinidad(50
receptores/plaqueta,Kd:0.3 nM), de moderadaafinidad (1700rec./plaqueta,Kd: 11 nM), y
de bajaafinidad (590.000rec./plaqueta,Kd:2900 nM). Susresultadosparecenindicar que
lospuntosdeunióndealtaafinidadselocalizanen la glicoproteinaIb, la cual actuaríacomo
un receptorclásico que podría ser precisamenteel mediadorprincipal de la activación
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plaquetariainducidapor la trombina. (La Op Ib esunaproteínaintegralde membrana,que
atraviesala bicapalipidica parainteractuarcon proteínasdel citoesqueleto,especialmente
conla “actin-binding-protein” (113)).

La segundainteracciónespecíficade la trombinacon la superficieplaquetariaestá
relacionadacon la actividad proteolitica de este agonista; como se ha mencionado
anteriormente,la trombinaesunaserina-proteasacapazdehidrolizardeterminadosenlaces
peptidicos de las proteínas (114). Se ha comprobado que la trombina <legrada
proteoliticamenteun sustratoespecificosobrela membranaplaquetaria,la glicoproteina
Y, conla subsiguienteliberaciónal medio del fragmentohidrolítico Op Vfl (108).

Sin embargo,aunquese hayan podido identificar en las plaquetasestosdos puntos
específicosdeuniónparala trombina,sedesconocetodavíaenquémedidalas interacciones
de la trombinacon estasdos glicoproteinasestánimplicadasen los fenómenosde activación
plaquetaria.Así, la eliminaciónde la Gp Ib y la Op V de la superficieplaquetariapor la
accióndedistintoscompuestosreduceconsiderablementeel númerototal depuntosde unión
parala trombina,perono bloqueala capacidaddeagregaciónplaquetariaen respuestaa este
agonista;si bien la agregacióntardamástiempo del normal en producirse,su intensidad
permaneceinalterada(115,116).

Estos datossugierenque las glicoproteinasIb y V puedenestarimplicadasen la
aceleraciónde la activación inducida por la trombina, pero sin ser esencialespara la
inducción de la respuesta.Por consiguiente,es muy probableque la trombinainteractúe
ademáscon otrospuntosde la superficieplaquetariatodavíano identificados.

4. MECANISMOS DE ACTIVACION PLAQUETARIA

4.1.- Activación vía receptor

La activaciónplaquetariaesun procesocomplejo,en el cualestánimplicadosdiversos
mecanismosque interactúanentre si. Prácticamenteningún agonistaplaquetariopuede
atravesarla membranaplasmática,por lo cualles resultaimposiblealcanzardirectamentesus
sistemas-dianaen el interiorde la célula.Enconsecuencia,la señalemitidapor la interacción
del agonistacon su receptorsobrela superficieplaquetaria,debesertransmitidade algún
modoa los sistemasefectoresintracelulares,paralo cual lasplaquetasdisponende diversos
mecanismos:La activacióndel receptorcomoconsecuenciade suinteracciónconel agonista
serátransducidaa travésde la membranaplasmáticahaciael interior de la célula mediante
unaunidaddetransduccióndela señal.Seguidamente,la señalserátransmitidaporsegundos
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mensajerosque pondránen marcha una serie de aciales intrucelulazupara inducir la
fosforilacién de determinadasproteínasplaquetariasy el ensamblajedel citoesqueleto,
fenómenosquedesencadenarénfinalmentelas respuestascelulares.

4.1.1.- Unidad de transducción de membrana

La unidad de transducciónde membranaestá integradapor trescomponentes
principales: en primer lugar el propio receptor, que está acoplado a una proteína-O
reguladoraquetransmitela señalemitidapor el receptoractivadoal tercercomponentede la
unidaddetransducción,la fosfodiesterasaespecíficaquehidroliza el 1 1 pidoprecursordelos
segundosmensajeros.(Fig.4):

Ca2”

PTO. 4. TRANSDUCCIONDE SEÑALESDE ORIGEN EXTRACELULAR

IP:

Unidad de
Transduccidn de
Membrana
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4.1.1.1.-Receptor

Laactivaciónplaquetariaesun procesocomplejo,quepuedeserinducidoporunagran
variedadde estímulos;en la actualidad,se conocenlos puntosde unión sobrela superficie
plaquetariapara la mayoría de los agonistas,pero solamentese han podido purificar y
caracterizaralgunosreceptores(Receptoresde: Trombina (107,108),Colágeno(95), vWF
(14) , Endoperóxidos/TromboxanoA,(89,90) , ADP (51) , PAF (71), Vasopresina(84),
Epinefrina(65), ver apanado3.2.).

La unión del agonistaa su receptorespecificodesencadenala activación de este
último; estaseñalde activacióndebeserseguidamentetransmitidaa travésde la membrana
plasmáticaal interior de la célula, procesoque en plaquetaspareceestar mediadopor
proteínas-O-reguladoras(si bien no se excluye la posibilidad de que existan también
receptoresplaquetariosconcapacidaddeautofosforilaciónyaquerecientementesehanpodido
detectarniveles altos de actividad tirosina-quinasaen las membranasde estas células
(117,118)).

4.1.1.2.-Proteínas-O-Reguladoras

Las proteínas-O(“Guanine-binding-proteins”)constituyenuna familia deproteínas
reguladorasque actúancomo mediadorasde las interaccionesentre los receptoresde la
superficiecelulary los efectoresintracelularescorrespondientes(119).

Originalmentedescubiertaspor su participaciónen el metabolismodel AMPc (120),
las proteínas-Ohan ido adquiriendounagran importanciaen los últimos años,habiéndose
demostradosu implicaciónen procesosde transducciónde luz (121), movimientosde iones
(122,123), posiblementeen el metabolismodel ácido araquidónico(124,125) y muy
probablementetambiénen la hidrólisis de fosfoinosítidos(126,127)y otros fosfolípidos
(128,129).

Según el modelo de transducciónde la señalpropuestopara la activación de la
adenilato-ciclasa(Fig.5), los receptoresde las célulasen reposoestánpre-acopladosa una
proteína-Ocuyasubunidad-aestáunidaa GDP (a). La unión del agonistacon su receptor
inducelos siguientescambiosestructuralesen la proteína-O:

- El ODP unido a la subunidad-a se disociay es reemplazadopor GTP (b); esto
ocasionapor un lado un descensode la afinidaddel receptorpor el agonista,y por otro la
disociacióndela protelna-Gen sussubunidades-a(activa) y -BIT (c). La posteriorhidrólisis
del GTPa ODP «1) inducela reasociaciónde ambassubunidades,volviendo la proteína-O
a suestadoinicial (inactivo) (a).
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HG. 5. ACIIVACION DE PROTEJNAS-G-REGLJLADORAS

La mayoríade los receptoresplaquetariosmuestranal menosdos tiposde afinidades
(alta y baja) parasus agonistas.Todo pareceindicar quela interaccióndel agonistacon su
receptor da lugar a la formación de un complejo de alta afinidad integrado por
Agonista/Receptor/Protelna-G; seguidamente,la uniónde GTP a la protelna-Ginducesu
disociación del receptor, conviniéndoseentoncesel complejo Agonista/Receptoren un
complejode bajaafinidad (119).
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4.1.1.2.1.-Proteínas-O a plaquetas

Se ha podido evidenciar la existenciade diversasprotelnas-Gen plaquetas;Os
(estimulantede la formación de AMPc), Gi (inhibidorade la formaciónde AMPc), y muy
probablemente 0p (activadora de la PLasa-C responsable de la hidrólisis de
polifosfoinosítidos).Actualmentesepostulatambiénla existenciadeunanuevaproteína-O
reguladorade la actividad PLasa-A

2 plaquetaria(0x) (ver apartado5.2.2.), cabiendo
asimismola posibilidadde queexistaenplaquetasunaproteína-O-reguladorade la hidrólisis
de Fosfatidilcolina.

* Os mediala activación de la adenilato-ciclasa,y en plaquetasestáacopladaa los
receptoresde POIJPOE~,POD2,y receptoresB-adrenérgicos;la uniónde cualquieradeestos
compuestosa susreceptoresoriginaunaelevaciónde losnivelesintraplaquetariosde AMPc,
bloqueandola activaciónplaquetariaa variosniveles(ver apanado4.1.2.2.1.).

* (Ii es la proteínainhibidora de la adenilato-ciclasa,y su estimulacióninduceun
descensode los niveles de AMPc. En plaquetas,Oi está acopladaa los receptoresa-
adrenérgicos(receptorparaepinefrina)(130),y tambiénal receptordela trombina(131,132).

La inhibición dela adenilato-ciclasainducidapor accióndela epinefrinano ocasiona
directamentela activaciónplaquetaria,por lo quesepiensaque la proteina-Gien plaquetas
puedeestaracopladaa otrossistemasademásdeal metabolismodel AMPo, constituidospor
ejemplo por canales iónicos (133) u otros mecanismosde activación celular todavía
desconocidos.

* Op es la supuestaproteínaestimulantede la actividad PLasa-Cde membrana
responsablede la hidrólisis depolifosfoinositidos.

Aunque estaproteínatodavía no ha podido ser purificada en plaquetas,existen
muchasevidenciasqueindicansuexistenciaenla membranaplasmáticade estascélulasy su
acoplamiento a los receptorespara PAF (91), vasopresina (132), trombina (134) y
posiblementeTxA2/Endoperóxidos(92).

* Cadavez sonmáslosautoresquesugierenquela hidrólisisdeFosfatidilcolina(PC)
inducida por múltiples agonistasen diversos tipos celularespuedeparticiparde manera
importanteen la transducciónde señales,existiendonumerosasevidenciasque indican la
implicacióndeproteínas-O-reguladorasenla degradacióndeestefosfol ípido (129).Estudios
recientesen plaquetashumanasapuntanla posibleparticipaciónde estasnuevasproteínas-
O en los fenómenosdeactivaciónplaquetaria(135).
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Considerandoen conjunto todo lo expuestoanteriormente,es evidentequeexisten
diversosagonistasplaquetarioscuyasaccionesestánmediadaspor proteínas-O,si bien el
receptorpara la trombina parece ser cl único que está acopiado a dos proteínas-O
simultáneamente:porunaparte,a la proteína-Chinhibidorade la actividadadenilato-ciclasa,
y por otrapartea la hipotéticaproteínaGp- estimulantede la PLasa-C(131,132). Por lo
tanto, la unión de la trombinaa su receptorinduciráde forma paralelaunareducciónde los
nivelesde AMPc y el ataquede la PLasa-Csobrelos polifosfoinositidos.

En la Fig.6
plaquetarioscon las

apareceun
proteínas-O

esquemade las interaccionesde los distintos receptores
correspondientes.
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4.1.1.2.2.- Exístacia de Opon plaquetas

Los autoresqueproponenla existenciade Gp en plaquetas,sebasanprincipalmente
en la capacidaddel OTP y susanálogos-no-hidrolizablesparaestimularla degradaciónde
los fosfoinositidosen plaquetaspermeabilizadas(134,136,137)y en el hecho de que los
análogosdel ODP (como el GDPBS) (138) y la toxina-pertussis(139,140)bloqueenla
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hidrólisis de polifosfoinositidos;además,seha comprobadoqueel NaF (activadordirecto
de las proteínas-Opor inhibir la actividadOTP-asa),inducela activaciónde la PLasa-Cen
plaquetas(141).

Losresultadosde losestudiossobrela sensibilidadde Op-plaquetariaatoxina-pertussis
(la cual ADP-ribosila e inactiva a Oi), son contradictorios;algunosautores (142,125)
sostienenque la toxina-pertussisno tiene efecto inhibitorio sobre la actividad PLasa-C
estimuladapor trombinao OTP-rS, mientrasque en otros trabajosse describeque la
proteína-Gpplaquetariasi es sensiblea concentracioneselevadas(19 sg/mI) de toxina-
pertussis(139,140).

La identidadrealde la proteína-Open plaquetasno ha podido ser aclaradahastael
momento, a pesar de los numerososintentos realizadospara purificar Gp a partir de
preparadosdeestascélulas.Brassy ccl. (139)handemostradoqueel tratamientodeplaquetas
permeabilizadascontoxina-pertussisADP-ribosilaunaproteínade41 kDadepesomolecular
(‘a41’j, que podríacorrespondera ap; sin embargo,estosautoresno descartanqueesta
“a41” queresultafosforiladaseaen realidadai (la subunidad-ade <Ji). Otrosgrupos(140)
han aisladoen lasmismascondicionesdosproteínasADP-ribosiladas:unade 30 kDa (a30)
y otra de 41 kDa (a41),sugiriendoquea30podríacorresponderaap. Lapetinay col (143),
proponenqueGp podríaestarrelacionadacon lasproteínas-Odepesosmolecularesentre
21-30kDa quesugrupo ha aisladorecientementeen plaquetas.

Algunosautoresaseguranquela proteína-GpplaquetariaesdistintadeGi basándose
en la incapacidadde la epinefrmna(la cual estimulaa Oi) parainducir la activación de la
PLasa-C(25,144).Sin embargo,y a pesarde quela mayoríade los autoresseinclinanpor
la hipótesisdequeGp esdistinta de <Ji, con los datosexistenteshastael momentono se
puededescartaraúnla posibilidadde queen realidadsetratede la mismaproteínaejerciendo
dos funcionesdiferentes.

4.1.1.2.3.- Regulacian de Gp.> plaquetas

Basándoseen estudios realizadoscon ODPBS y toxina-pertussisen plaquetas
permeabiizadas,Lapetinay col. (145), hansugeridola existenciadeunaproteína-Oadicional
enplaquetasquetendríaefectosinhibitoriossobreGp(asemejandoasíestesistemaal sistema
de la adenilato-ciclasa,en el queOi inhibea Os).

Estegrupono descartaquela propia Gi puedaser la responsabledela inhibición de
Gp, habiendopropuestoque la disociación de la subunidad-aicomo consecuenciade la
interacciónde la trombinacon sureceptor,y la posteriorfosforilación de estasubunidad-ai
por la PKC, podrían inducir el desacoplamientodel complejo Receptor/Op/PLasa-C
interrumpiendoasí la hidrólisisde polifosfoinositidos (146).

Sin embargo, las evidenciasen favor de este modelo son todavía insuficientes,
permaneciendoaúnsin aclararla posibleexistenciade unaproteína-Oinhibidorade Op y su
mecanismoregulador.
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4.1.1.3.-Fosfolipasa-C

El punto critico regulado por la activación del receptorparece ser el ataque
fosfodiastéricodel Ptdlns(4,5)P,por unafosfolipasa-Cespecífica(EC.3.1.4.10.),conocida
tambiéncon el nombrede fosfoinositidasa(147).

Seha demostradorepetidamentela existenciade unaPLasa-Cespecíficaparalípidos
de inositol en las plaquetas (148). La activación de esta PLasa-C es completamente
dependientede la ocupaciónde receptores;solamentelos agonistasqueseunana receptores
específicossobrela superficieplaquetariainducirán la hidrólisis de fosfoinosítidospor la
PLasa-C.

Aunqueseha podido detectarcierto gradode actividadfosfolipasa-Ca nivel de las
membranas,la localizaciónde estaenzimaen lasplaquetasen reposoespredominantemente
citosólica(149). Sin embargo,los receptoresplaquetariosy los sustratosparaestaenzimase
sitúanenla membranaplasmática;estoimplica que, en algúnmomentodurantelasprimeras
fasesde la activaciónplaquetaria,la PL.asa-Cdebeser traslocadadesdeel citoplasmaa la
membranaplasmáticaparaasípoderinteractuarcon la supuestaproteína-Op,o bien cabe
la posibilidadde quealgunasubunidadde Gp abandonela membranaparacontactarcon la
PLasa-Cen el citosol (150,151).

Los requerimientosde calcio de la Fosfoinositidasaparecenser variablesen los
diferentessistemascelulares;en plaquetas(152,153,154)y algunosotros tipos celulares
(parótida(155), hepatocitos(156), fibroblastos(157), ganglio cervical superior (158)), la
hidrólisisde polifosfoinosItidos escompletamenteindependientedel calcio extracelular.Sin
embargo, en otros tejidos (neutrófilos (159), páncreas(160), sinaptosomasy cortical
cerebrales(161), célulasmusculareslisasiridales(162)), la estimulacióndela fosfoinositidasa
es al menosparcialmentedependientede calcio, y en la mayoríade los casosactivablepor
ionóforos cálcicos. En cualquier caso, la presenciade GTP o de sus análogos no
hidrolizablesen el mediode incubaciónreducesignificativamentela concentraciónde calcio
requeridaparala activaciónde la fosfoinositidasa(151), disminuyendoasimismolos niveles
de calcio necesariospara la secreciónde serotoninainducida por trombina en plaquetas
permeabilizdas(136). Estas observacionesindican que las proteínas-O aumentan la
sensibilidadal calcio de la fosfoinositidasa,aunqueel mecanismoíntimo de estefenómeno
no ha podido ser esclarecidohastael momento. (Las accionesde las proteínas-Ocomo
moduladorasde la sensibilidadal calcio de la PLasa-Cparecenser independientesde sus
funcionesen la transducciónde señalesdescritasen el apartado4.1.1.2.).

Por otra parte, se ha comprobadoen repetidasocasionesque la concentraciónde
calcio requeridaparala activaciónde la hidrólisisde Ptdlns(4,5)P2por la fosfoinositidasaen
plaquetas,es igual o inferior a la concentracióncitosólicade calcio existenteen las células
en reposo(0. 1pM) (154). En consecuencia,esevidentequela concentracióncitoplasmática
decalcio no esun factorlimitante parael ataquede la fosfoinositidasasobreel Ptdlns(4,5)P,
(163,153,154),aunquesi puede serlo para la degradaciónde Ptdlns(4)Py/o Ptdlns
(163,164).
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Los ionóforoscálcicos(A23187, ionomicina),queprovocanla activaciónplaquetaria
comoconsecuenciadelaumentode laconcentracióncitosólicadecalcioal movilizarloapartir
delos depósitosintracelulares,no inducenla hidrólisisde los fosfoinoslUdos (165,166)(ver
apartado4.2.).

La PLasa-Cplaquetariamuestraunarelativaespecificidadporlos polifosfoinositidos
(150). En general los estudiossobre actividad PLasa-Crevelanque esta enzimahidroliza
aproximadamenteen igual medida Ptdlns, Ptdlns(4)Py Ptdlns(4,5)P,en presenciade
concentracionesmilimolaresde calcio, pero sin embargoparecemostrarunamayorafinidad
por Ptdlns(4,5)P2cuandola concentraciónde calcio estáen el rangomicromolar(150,167).

Estudios in-vitro han demostradoque el contenido en ácidos grasos de un
fosfoinositidono es un factor determinanteparasu degradaciónpor la PLasa-C(168); sin
embargo,sehacomprobadoqueenplaquetasintactasestimuladasexisteunaclarapreferencia
de la PLasa-Cpor los fosfoinosítidosde las especies1-acil-2-araquidonil.Esto puedeser
debido a una compartimentalizaciónespecial de enzimay sustratodentro de la célula
(169,170).

La activación de la Fosfoinositidasaestá implicada en todas las respuestasde
activaciónplaquetaria:cambiodeforma, secrecióny agregación.Sin embargo,pareceque
la activación de la PLasa-Cqueva asociadaal cambio de forma esdistinta de la que se
producedurantela secreción,habiéndosedescritounaactivaciónbifásicade estaenzimaen
lasplaquetasestimuladascontrombina:trasla uniónde la trombinaa sureceptor,seobserva
una ligera activación inicial de la PLasa-Cduranteel cambio de forma, seguidade una
activaciónmásintensay sostenidaduranteel procesode secreción(25).

4.1.2. Segundos mensajeros

4.1.2.1.- Segundosmensajerostransmisoresde señalesde activación

Al igualqueen otrosmuchostiposcelulares,launióndelosagonistasasusreceptores
específicossobre la superficie plaquetariadesencadenael ataque fosfodiastéricodel
Ptdlns(4,5)P,,dandolugara la formaciónde dos segundosmensajeros:

1. Inositol 1 ,4,5-Trisfosfato (Ins(l

2. 1,2-Diacilgílcerol

* Comoconsecuenciadel ataquede la PL-C sobreel Ptdlns(4,5)P2tambiénseforma
Inositol (1:2-ciclo 4,5)-trisfosfato (Ins(1:2cyc,4,5)P,),aunque en mucha menor
proporciónqueel Ins(1,4,5)P, (el Ins(1:2cyc,4,5)P3representamenosdel 5% de los
inositoles-fosfatogeneradospor la hidrólisis del Ptdlns(4,5)P2,mientras que el
lns(1,4,5)P, representamásdel 95% )
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POLIFOSFOINOS1TIDOS PLAQUETARIOS

Los lípidos de inositol constituyenaproximadamenteel 5-10 96 del total de los
fosfolípidosenla mayoríade lascélulasanimalesincluidaslasplaquetas.Al igual queotros
fosfolipidos acidicos, los fosfoinositidos se localizan predominantementeen la porción
citoplásmicade las membranasplasmáticae intracelulares(171). En las plaquetas, el
fosfatidilinositol (Ptdlns) está presentetanto en la membranaplasmáticacomo en las
intracelulares(DTS), mientrasquelospolifosfoinos1tidos,fosfatidilinositol4-fosfato( Ptdlns-
(4)P) y fosfatidilinositol4,5-bifosfato(Ptdlns(4,5)P,1>, selocalizancasi exclusivamenteen
la membranaplasmática(172,173).

El fosfoinositidomayoritarioen plaquetasesel Ptdlns,ya que el Ptdlns(4)Py el
Ptdlns(4,5)P2constituyenmenosdel 10% del total de fosfoinositidosen estascélulas.En las
plaquetasen reposoexiste unacontinuainterconversiónde fosfoinositidosmediadapor la
acciónde quinasas-asociadasa membranay fosfatasas-citosólicas(174,175).

Algunos autores han descrito recientemente la existencia de un nuevo
polifosfoinos1 tido (Ptdlns(3,4)P2)enplaquetashumanasestimuladascontrombina,indicando
así la existenciade actividad fosfoinosítido-3-quinasaen estascélulas (176). Estenuevo
polifosfoinositidono pareceservirde sustratoa la Fosfoinositidasa,habiéndosesugeridosu
posibleimplicaciónen los fenómenosde proliferación y transformacióncelular (176,177).

METABOLISMO DE POLIFOSFOINOSITIDOS

En la actualidadexiste unaextensabibliograf1a acercade la rápidahidrólisis que
experimentanlos polifosfoinositidoscomoconsecuenciade la activación de receptoresen
numerosossistemascelulares;entre la gran variedadde estímuloscapacesde inducir esta
respuestase incluyen neurotransmisores,factoresde crecimiento,hormonas,proteasase
inclusola luz (ampliasrevisionessobreel temaen referencias178 y 179).

La primera evidenciasobre la activación del metabolismode fosfoinosítidosen
plaquetasestimuladas,se obtuvo al demostrarque trasactivar plaquetasmarcadascon
aumentabala incorporaciónde flp en ácidofosfatídico, Ptdlns,Ptdlns(4)P,y Ptdlns(4,5)P2
(180,181).Más tarde, sepudo comprobarque la trombina inducia un aumentotransitorio
de los niveles de diacilglicerol acompañadode un descensodel Ptdlns (182,183), y se
describióunaPLasa-Cplaquetariaespecíficaparafosfoinosítidos(182,184).Estoshallazgos,
junto con la demostraciónde la existenciade las enzimasnecesariasparala resintesisde
Ptdlnsa partir de ácidofosfatidicoen plaquetas(185,186),sirvieronde baseparaestablecer
la existenciade un metabolismode fosfoinositidosactivablepor cieflos agonistasen estas
células.

El metabolismodelos fosfoinosítidosaparecerepresentadoesquemáticamenteen la
Fig.7.
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Numerososestudioshandemostradoquecomoconsecuenciade la estimulacióndelas
plaquetasde diversasespeciescondeterminadosagonistas(trombina,colágeno,serotonina,
vasopresina,PAF, ADP, ácidoaraquidónico,y análogosdeendoperóxidoscíclicosy TxA2)
se produceun rápido descensodel Ptdlns(4,5)P2(7,187) ; este descensoempiezaa ser
detectableal cabode unos5 sg tras la estimulacióncontrombina,peroestransitorio,de tal
forma queal cabode 10 sg post-estimulaciónlos nivelesde Ptdlns(4,5)P2retornana sus
valoresbasaleso incluso llegan a superarlos(188). Este descensode Ptdlns(4,5)P2es
atribuible en su mayor parte al ataquede la PL.asa-C específicapara fosfoinositidos
(fosfoinositidasa);sin embargo,estudiosrecienteshan demostradoquela adición deAMPc
a plaquetasestimuladasbloqueala formaciónde ácidofosfatídico e inositoles-fosfatopero
no inhibe la degradaciónde Ptdlns(4,5)P2,lo cual pareceindicarqueel Ptdlns(4,5)P2puede
ser tambiéndegradadopor la acción de fosfomonoesterasascitosólicasademásde por la
Fosfoinositidasaplaquetaria(75,152).

Porotraparte,losnivelesdePtdlns(4)Pno desciendentrasla estimulaciónplaquetaria,
sinoquepor el contrarioparecenaumentartrasun lapsode 30 sgdespuesdela adicióndel
agonista(188,189),probablementeparasuplir al Ptdlns(4,5)P2queestásiendodegradado.

PRODUCTOS DERIVADOS DE LA HIDROLISIS DE POLIPOSFOINOSITIDOS

El ataquefosfodiastéricodela PLasa-Csobreel Ptdlns(4,5)P2dalugarala formación
de Inositol 1,4,5-Trisfofato(Ins(1,4,5)P3)y 1,2-Diacilglicerol (DAG) (190,191,178).

4.1.2.1.1. FOrInRCíáI> y ¡nettolisn¡ode lns(1,4,5)P3

Unavezformadoapartir delPtdlns(4,5)P2,el Ins(1,4,5)P,puedeseratacadopor una
5-fosfatasaespecíficaque lo transformaen Ins(l ,4)P, (199), o bien por una 3-kinasa
específicaquelo convierteen Ins(l,3,4,5)P,(200).

LaS -fosfatasaespecífica(Ins(l ,4,5)P3-5 ‘-fosfatasa),poseemayorafinidaddesustrato
por el Ins(1,4,5)P, quepor los restantesinositoles-fosfato,aunqueseha demostradoque
también es capai de defosforilar el Ins(1:2cyc,4,5)P3y el lns(1,3,4,5)P4en plaquetas
(200,201).Al contrariode lo quesucedeen otros tipos celulares,la 5’-fosfatasaplaquetaria
esunaenzimapredominantementecitosólica(199), aunquetrabajosrecienteshandetectado
tambiénestaactividadenzimáticaen la fracciónparticuladade las plaquetashumanas(202).
Se ha postuladoque estaenzimapodría estar reguladapor la proteina-quinasa-C(ver
apanado4.1.3.2)

Finalmente,la acción secuencialde dos fosfatasascitosólicassobrelos inositoles-
bisfosfato y los inositoles-monofosfatorespectivamente,darálugara la formaciónde mio-
inositol libre (179) queseráutilizadoparala resintesisde Ptdlns.

La otraposibleruta metabólicadel Ins(1,4,5)P3,consisteen su fosforilaciónpor una
3-quinasadependientedel sistemacalcio-calmodulina,paraformar lns(1,3,4,5)P4(203). Se
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ha demostrado la existencia de esta ruta metabólica en plaquetas estimuladas por trombina,
habiéndose detectado asimismo la existencia de una 5-quinasa que convierte el Ins(1,3,4)P3
en Ins(1,3,4,5)P4 (197).

Faracide de <tres Inoátoles-Fosfato

Estudios realizados en plaquetas marcadas han permitido detectar incrementos de
radiactividad en los siguientes inositoles-fosfato como consecuencia de la estimulación con
agonistas específicos: inositol- 1 -monofosfato, inositol-4-monofosfato, inositol 1 ,4-bisfosfato,
inositol 1,4,5-trisfosfato (192, 193,194). En plaquetas estimuladas con trombina también se
han detectado aumentos en inositol 1:2-ciclo-monofosfato (195) e inositol 1:2 ciclo-4,5-
trisfosfato (196). Trabajos recientes han demostrado también la formación de inositol 1,3,4-
trisfosfato e inositol 1 ,3,4,5-tetraquisfosfato en plaquetas activadas por trombina (197).

La formación de los distintos Inositoles-Fosfatoenplaquetashumanasestimuladases
extraordinariamente rápida; a los 1-2 sg tras la adición de trombina, ya se pueden detectar
incrementos de Ins(1 ,4,5)P3, seguidos inmediatamente por aumentos de los niveles de
lns(1,3,4,5)P4. El Ins(1,3,4)P,empieza a aumentar a los 4 sg, los inositoles-bisfosfatos a los
5 sg, y los inositoles-monofosfatos al cabo de 10-15 sg post-estimulación (193,194,197).

Asimismo, se ha demostrado la formación de inositol 1:2 ciclo-4,5-trisfosfato
(Ins(1:2cyc,4,5)P3) en plaquetas activadas por trombina (196); la producción de
Ins(1:2cyc,4,5)P3 es mucho más lenta que la de Ins(l,4,5)P3, pero sin embargo sus niveles
se mantienen elevados durante períodos más largos de tiempo. Por este motivo, se ha
sugerido que el Ins(1:2cyc,4,5)P3 podría actuar como segundo mensajero en fases tardías de
la activación celular, aunque es poco probable que desempeñe esta función a tiempos cortos
(198).

Efreta del Ins(1,4,5)P3y Sres ¡ncs¡tols-frs&to sobre ¡a f,mcionuiidad plaquctaria

Ya en la década de los 70, Michell propuso que algún segundo mensajero derivado
de la hidrólisis de polifosfoinosítidos podía estar implicado en la movilización intracelular
de calcio (212), hipótesis que fue confirmada poco después por el grupo de Fain y Berridge
(213). Posteriormenteseha podidocomprobaren unagran variedad de sistemas celulares que
la moléculaqueacoplala hidrólisisde polifosfoinositidos conla liberaciónde calcioa partir
de los depósitosintracelulares,es el Ins(l,4,5)P,(214).

Los resultadosdenumerosostrabajosrealizadoscon membranasaisladasy plaquetas
permeabilizadas,demuestranqueel Ins(1,4,5)P3tambiénescapazdemovilizarcalcioenestas
células(215,216,217,218,219).Las concentracionesefectivasde Ins(1,4,5)P,oscilanentre
1-lOpM (similaresa las descritasen otros tipos celulares),nivelesque son perfectamente
compatiblescon el grado de hidrólisis de polifosfoinosítidosy la cantidadde inositoles-
fosfato producidasen plaquetasestimuladas(220).
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a) Capacidad de los distintos inositoles-fosfato para movilizar calcio

La mayoría de los autores coinciden en que la presencia de dos grupos fosfato en
posiciones -4 y -5 es esencial para que los inositoles-fosfato tengan capacidad para liberar
calcio a partir de los depósitos intracelulares, mientras que el grupo fosfato de la posición
-1 servirla muyprobablemente para incrementar la afinidad de la molécula por su receptor
(221,222) (no obstante, se ha comprobado que también el Ins(l,3,4)P3 es capaz de movilizar
calcio, si bien con una potencia mucho menor (1/10) que el Ins(l ,4,5)P, (223)).

También el Ins(1 :2cyc,4,5)P, tiene capacidad para movilizar calcio en plaquetas
permeabiizadas y en un grado similar al Ins(l,4,5)P, (224), si bien parece que la formación
de Ins(1:2cyc,4,5)P3 en plaquetas activadas es demasiado escasa y lenta como para tener
alguna significación fisiológica (220). Por el contrario, el Ins(l,3,4,5)P4 no moviliza calcio
a partir de los depósitos intracelulares plaquetarios, aunque se sospecha que puede estar
implicado en la entrada de calcio extracelular durante la activación, probablemente por inducir
la apertura de canales de calcio en la membrana plasmática (225,226).

b) Movilización de calcio en respuesta al lns<I,4,5)P,

El mecanismo por el cual el Ins(l ,4,5)1>3 induce la liberación del calcio secuestrado
en el retículo endoplásmico (Sistema Tubular Denso en plaquetas) no está del todo claro,
aunque la mayoría de los autores están de acuerdo en que el Ins(1 ,4,5)l’3 actúa y la-receptor.
Varios hallazgos recientes parecen confirmar esta teoría: en primer lugar, se ha comprobado
la existencia de lugares de unión específicos para el Ins(1,4,5)P,en la membrana del retículo
endoplásmico de varios tipos celulares (227,228); por otra parte, se ha podido sintetizar un
anticuerpo monoclonal que bloquea la liberación de calcio inducida por el Ins(1,4,5)P3 en
vesículas de membrana plaquetarias (140); y finalmente, se ha purificado y caracterizado a
partir de cerebelo de rata un receptor altamente especifico para Ins(1,4,5)P3 (260 kDa) (229),
habiéndose confirmado posteriormente la localización de este receptor a nivel del RE en
células de Purkinje (230).

Aunque todavía se desconoce el mecanismo exacto de liberación de calcio activado
por el Ins(1,4,5)P3, se piensa que la unión de este inositol-fosfato a sus receptores puede
inducir de algún modo la apertura de canales de calcio (231,215,232,233). Recientemente se
han podido detectar canales de calcio sensibles al Ins(l ,4,5)I>, en el retículo sarcoplásmico
de las células musculares lisas aórticas (234), y por otra parte, experimentos realizados con
el receptor purificado sugieren que el lugar de unión para el Ins(l,4,5)P, y el canal de calcio
que éste último regula pueden estar localizados en la misma proteína (235).

También existen evidencias indicativas de que el Ins(l ,4,5)l>3 induce la liberación del
calcio intracelular simplemente por potenciar el eflujo pasivo de este catión desde el RE al
citosol (236), sin afectar al influjo ATP-dependiente (237,238). Algunos autores han
comprobado que el K actúa como contraión en la movilización de calcio inducida por el
Ins(1 ,4,5)P3 (232,233).
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Sin embargo, parece que solamente una parte del calcio contenido en el retículo
endoplásmico es sensible al Ins(1,4,5)P3; los recientes trabajos de Thevenod y col. (239)
demuestran que el Ins(1,4,5)P, libera únicamente un 30-50% del calcio secuestrado en cl
depósito no-mitocondrial, pudiendo ser liberado el calcio restante mediante la adición de
ionóforos cálcicos (239). Se ha sugerido que el almacén de calcio sensible al Ins(1,4,5)P3
puede radicar en una región del RE localizada inmediatamente por debajo de la membrana
plasmática (240,241), aunque otros autores han llegado incluso a proponer que los depósitos
de calcio sensibles al lns( 1,4 ,S)P, pueden estar constitu Idos por compartimentos de membrana
distintos del RE (239,242) que podrían localizarse en la propia membrana plasmática (243)
o en unas organelas citoplasmáticas denominadas calciosomas (244).

Es importante mencionar que algunos autores han sugerido que el Ins(1,4,5)P3 no es
el único responsable de la liberación de calcio a partir de los depósitos internos en plaquetas
estimuladas, basándose fundamentalmente en la capacidad que posee el ADPpara incrementar
la concentración citosólica de calcio a pesar de que este agonista no induce un grado
significativo de hidrólisis de polifosfoinos 1 tidos ni la formación de Ins(1 ,4,5)P3
(245,246,247).

Además de su bien conocida función como movilizador del calcio intracelular, el
Ins(1,4,5)P3 plaquetario parece estar también implicado en la entrada de calcio extracelular
intercambiándolo probablemente por Na~ (226,140).

Numerosos estudios con plaquetas permeabilizadas han demostrado que la adición de
Ins(1,4,5)P,, además de inducir la movilización de calcio, produce también activación de la
fosfoinositidasa, fosforilación de proteínas, formación de TxA2, secreción y agregación
(248,249,2 16). Todas estas respuestas (exceptuando la movilización de calcio) pueden ser
bloqueadas mediante la adición de inhibidores de la ciclooxigenasa y/o antagonistas de los
receptores para TxA2 y endoperóxidos cíclicos, lo cual indica que las respuestas plaquetarias
al Ins(1,4,5)P3 citadas anteriormente están mediadas por los metabolitos oxigenados activos
del ácido araquidónico. Estos datos indican asimismo que la movilización de calcio inducida
por el Ins(1 ,4,5)P3 no es suficiente por si misma para desencadenar la secreción y agregación
plaquetarias.

4.1.2.1.2. Forumuciénynutabolisswdel,2-Diacilglicwoi (1,2-DAG)

El otro compuesto generado por la hidrólisis del Ptdlns(4,S)P2, es el 1 ,2-Diacilglicerol
(1,2-DAG) (204).

Las plaquetas humanas generan cantidades significativas de 1 ,2-DAG a los pocos
segundos de ser estimuladas con trombina. La formación de 1 ,2-DAG es transitoria; llega a
alcanzar niveles 30 veces superiores a los basales al cabo de 15 sg tras la estimulación, para
despues ir disminuyendo hasta volver al nivel basal (182). El 1,2-DAG generado durante la
activación plaquetaria contiene predominantemente ác. esteárico y ác. araquidónico
esterificados en posición sn-l y -2 respectivamente (205,173).
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Algunos autores han descrito un descenso de Ptdlns concomitante al aumento de los
niveles de 1,2-DM] tras la estimulación con trombina, que parece deberse al ataque del
Ptdlns por una PLasa-C que generaría inositol 1-monofosfato y 1,2-DAG (182, 172). Esta
PLasa-C podría ser activada directamente por la interacción de la trombina con su receptor,
o indirectamente por el calcio movilizado durante la estimulación plaquetaria, siendo capaz
también de hidrolizar el Ptdlns(4)P (206). Esta ruta constituirla una vía importante de
formación de 1 ,2-DAG, pudiendo ser la principal responsable de la generación de 1 ,2-DAG
en plaquetas estimuladas (es muy improbable que el 1 ,2-DAG formado durante la activación
plaquetaria provenga en su totalidad del Ptdlns(4,5)P,, ya que los niveles de 1,2-DAG
alcanzados son considerablementesuperioresa los de Ins(1,4,5)P3)(182).

Unavez formado,el 1,2-DAGesfosforiladorápidamenteporuna1,2-DAG-Quinasa
quelo convierteen ácido fosfatidico (Ptd-OH) (207). Los valoresmáximosdePtd-OHen
plaquetasestimuladaspor trombinase alcanzansiempredespuésde quesehayaproducido
el máximode formaciónde 1,2-DAG (208), lo cualindicaunaacciónsecuencialde la PLasa-
C y la 1,2-DAG-Quinasa(182).

La formación de Ptd-OH tambiénes transitoria; el Ptd-OH serátransformadoen
citidin-diglicéridoparadarlugarfinalmenteala resintesisdePtdlnsporaccióndela inositol-
fosfatidil-transferasa(185,186).

Efrcto del l,2-DiadilgIicewl sobre la funciomulidad plaquetaria

Lafunciónprincipaldel 1 ,2-DAG en lasplaquetas,al igual queen otrosmuchostipos
celulares,consisteen actuarcomosegundomensajeroactivadorde la Protelna-Quinasa-C
(PKC) en presenciade calcio y fosfatidilserina(204). Lasconsecuenciasde la activaciónde
la PKC en plaquetassedescribenen el apanado4.1,3.2.).

Otraimportantefuncióndel 1 ,2-DAG enlasplaquetas,consisteposiblementeenservir
de fuentepara la liberación de ácido araquidónico,mediantela acción secuencialde una
diglicérido-lipasay unamonoglicérido-lipasa(verapanado 5.2.1.).

Porotraparte,sehapropuestoqueel 1 ,2-DAG puedemediarla activacióndealgunas
fosfolipasasintracelulares.La estimulaciónde estasactividadesenzimáticaspor el DAG
podríaserdirectao bien indirectaal provocarel DAG cambiosen la fluidezde la membrana
queharíanel sustratomásasequiblea la enzima(250,251).

Efrio del ácido fosfatídico sobre¡a flincionalidad plaquetaria

Ademásde servir de fuenteparala resíntesisde Ptdlns,seha sugeridoqueel Ptd-
OH podríaejerceralgún efectosobrelos flujos de calcio que seestablecenen plaquetas
activadas. Algunos estudios han demostradoque el Ptd-OH es capazde aumentar la
permeabilidadde tasmembranasal calcio, induciendola traslocaciónde estecatióna través
deellas(252). Otrosestudioshan demostradoquela adiciónde Ptd-OHa cultivos decélulas
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de neuroblastomaaumentaconsiderablementela captaciónde calcio extracelularpor estas
células(253), por lo quesehapropuestoqueel Ptd-OHpuedeactuarcomoionóforo cálcico
o bien inducir la aperturade canalesde calcio en las membranascelulares,si bien otros
autoresestánen desacuerdo(255). Asimismo se ha comprobadoque la movilización de
calcio a partir del DTS producidaen plaquetaspermeabilizadastras la adición de OAG
(Oloacetilglicerol)estámediadapor la conversiónde estediglicérido en Ptd-OH (254).

Porotraparte,sehapropuestoqueel Ptd-OHpuedeactuarcomofusógenoenalgunos
sistemascelulares(256,257),por lo quepodríajugaralgúnpapelen la reacciónde secreción
plaquetaria.

Sin embargo,y a pesarde todo lo expuesto,seha comprobadoquela adicióndePtd-
OH exógenoa unasuspensiónde plaquetascarecede efectoalguno (258), lo cual puede
debersea queen estascondicionesestefosfolipido no seacapazde alcanzarsus lugaresde
acciónespecíficos.

PARTICIPACION DEL METABOLISMO DE POLTFOSFOINOSITIDOS EN LA AC~IVACION
PLAQUETMUA

La hidrólisis de fosfoinosítidosestá implicada muy probablementeen todas las
respuestasde activaciónplaquetariaa excepciónde la agregaciónprimariareversible.

* El cambio de forma plaquetariopareceir siempreasociadoa la hidrólisis de
fosfoinositidos;todoslosagonistasqueproducenactivacióndela PLasa-Cinducenel clásico
cambiode forma, mientrasquepor el contrario, la epinefrina(queno estimulala hidrólisis
de fosfoinositidos)inducela agregaciónplaquetariasin quepreviamenteseproduzcacambio
de forma (25).

* La secreciónplaquetariaestá estrechamenterelacionadacon la hidrólisis de
fosfoinositidosmediadapor receptor.

La hidrólisis de fosfoinosítidos que tiene lugar durante la secreción es
cuantitativamentemássignificativa que la que seproduceduranteel cambio de forma; en
general,la intensidady duraciónde la secreciónplaquetariason proporcionalesal gradode
hidrólisis de fosfoinosítidosproducido. Los agonistasfuertes (como la trombina), que
inducenlos niveles máximosde secreciónde serotonina,son tambiénlos que inducen el
mayorgradode activaciónde PLasa-C(209).

Sin embargo,existenalgunostrabajosquenieganla participaciónde la hidrólisis de
fosfoinositidosen la secreciónplaquetaria;en plaquetaspermeabilizadascon saponinay en
presenciadeconcentracionesaltasdecalcio, la trombinaescapazdeinducirsecreciónsin que
seproduzcahidrólisisde fosfoinositidosni fosforilación deproteínas(210). Por otraparte,
el tratamientode lasplaquetasconionóforoA23187 antesde suestimulacióncon trombina,
induceun estadorefractarioen cuantoa formaciónde inositoles-fosfatopero no afectaa la
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secreción(211). Otros estudioshan demostradoque la incubaciónde las plaquetascon
GDPRS inhibe la producciónde 1 ,2-DAG pero no la secreciónestimuladapor trombina
(139).

Todosestosresultadosapuntana la existenciade víasalternativasparala secreción
plaquetariainducidaportrombina,queparecensertotalmenteindependientesde la hidrólisis
de fosfoinositidos.

4.1.2.2.-Segundosmensajerostransmisoresde señalesde inhibición

4.1.2.2.1.- AMPc

La uniónde determinadosagentes(comola prostaciclinao lasprostaglandinasPCEI
y PGD2) a susreceptoresde membranaespecíficos,ocasionaun incrementode los niveles
intraplaquetariosde AMPc (259,260).Si bien la reducciónde los nivelesbasalesde AMPe
no inducepor sí mismala activaciónplaquetaria,seha comprobadorepetidamentequelos
aumentosdelAMPc inhiben la agregacióny secreciónen estascélulas(261).

Los efectos inhibitorios del AMPc sobre la activación plaquetariaparecenestar
mediadosporla fosforilaciónAMPc-dependientede unaseriedeproteínaso enzimas-diana,
si bien hastael momentosolo sehanpodidocaracterizaralgunasdeellas. Variosestudioshan
demostradoque la estimulaciónde la adenilato-ciclasaen plaquetasintactasconducea la
activacióndeproteina-quinasasdependientesdeAMPc(Protelna-quinasa-A)quefosforilarán
proteínasconpesosmolecularesde 22, 24, 50, y >400kDa (262,263,264).

Si bienexistentodavíagrandesdiscrepanciasen cuantoa cuálesson las fasesde la
activaciónplaquetariaqueresultaninhibidaspor el AMPc, la mayoríade los autoresestán
de acuerdoen queestesegundomensajeroactúaa los siguientesniveles:

a) Inhibición de la exposiciónde receptores para el fibrinógeno; los aumentos
de los nivelesde AMPc bloqueanla exposicióndel complejo GpIIb/IIIa sobrela superficie
plaquetaria(265,266).

b) Inhibición del metabolismo de fosfoinos itidos: el AMPc inhibe la hidrólisisde
los fosfoinositidos por la fosfolipasa-C,si bien no se conoceexactamentea quénivel se
produceesta inhibición; no se ha podido demostrarningún efectodirecto ni indirecto del
AMPc sobrela actividadenzimática(207,267),perosi existenevidenciasque indican una
posibleinhibición de la fosfatidilinositol-quinasainterfiriendoasíel AMPc la resintesisde
polifosfoinosítidos(268).

c) Inhibición de la fosforilación pratéica y del ajuste del citoesqueleto: los
incrementosde los nivelesintraplaquetariosde AMPc inhiben la fosforilación de la cadena
ligerade miosina(MLC, 2OkDa) y la posteriorasociaciónde la miosina conel citoesqueleto
(269,270,271).
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d) Inhibición de la movilización de calcio: el AMPc bloquea el aumentodc la
concentracióncitosólicade calcio inducido por los agonistasplaquetariosqueactúanvía-
receptor(272,273).Así, el AMPc induceel secuestrodel calcio quehablasidopreviamente
liberado al citoplasmapor efectodel Ins(1,4,5)P3,ya que estimulael transportede calcio
ATP-dependienteal interiordel sistematubulardensoplaquetario(274,275,276).Estaacción
del AMPc está relacionadade maneratodavíapoco conocidacon la fosforilación por la
proteina-quinasa-Ade una proteína de 22 kDa (denominada“trombolambán” por su
semejanzafuncional y estructuralcon el fosfolambánde lascélulasmusculares)(264,277).
Seha sugeridoqueel trombolambánen su forma no-fosforiladaestaríainhibiendola ATP-
asaquetransportacalcio al interior del sistematubulardenso;estainhibición desaparecería
al ser fosforilado el trombolambánpor la proteina-quinasa-dependientedel AMPc,
almacenándoseasí de nuevo en las organelasintracelularesel calcio que había sido
previamenteliberadoal citosol (277).

e) Inhibición de la unión de trombina a su receptor: estudiosrecientesindicanque
el AMPc podríaestarinhibiendola activaciónplaquetariapor actuardirectamentesobrelos
receptoresdela membranaplasmática,impidiendola unióndela trombinay otros agonistas
ala superficieplaquetaria.Sehademostradoqueunade las proteínasfosforiladasporacción
del AMPc en plaquetasintactasesla glicoproteinaIbil (24 kDa), quesirve de receptorpara
trombina y vWF (273). La fosforilación de esta proteínapodría impedir la normal
interacciónde estosagonistascon las plaquetas.Por otra parte, seha demostradoque los
aumentosdel AMPc inducidospor la POE,en plaquetasvanasociadosa unareducciónde la
exposiciónde receptoresparatrombinasobrela membranaplasmática(278).

4.1.3. Señales intracelulores

4.1.3.1.-Calcio 1 Calmodulina

E calcio juega un papel fundamentalen diversos aspectosde la funcionalidad
plaquetaria.Por unaparte, el calcio unidoa membranaesesencialparala expresiónde los
receptoresdel fibrinógenoy por tantoparala agregación,y por otraparte, los cambiosde
la concentracióncitosólicade calcio participanen los fenómenosde cambio de forma y
secreción.

El aumentodelosnivelescitosólicosdecalcio constituyeunadelasprincipalesseñales
de activación en plaquetas,por lo que la regulaciónde los nivelesintracelularesde calcio
adquiereunagranimportanciaen estascélulas.La homeostasisde calcio en plaquetasno-
estimuladassemantienemediantetresmecanismosbásicos:limitando la entradade calcio
extracelular,favoreciendoactivamentela salidadecalcio, y secuestrandoel calciointracelular
en algúndepósitointernoquecasicontodaseguridadestáconstituidoporel sistema-tubular-
denso(279).
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4.1.3.1.1. Regulacidcdelasnivckslntr.phquetarlas demicho

Laconcentracióncitosólicadecalcioen lascélulasen reposoesbaja(100nM) (280);
en las plaquetasactivadas,los niveles de calcio citosólico aumentanconsiderablemente,
llegandoa alcanzarseconcentraciones10 vecessuperioresa las basales.Esteincrementode
la concentraciónde calciocitoplasmáticodurantela activaciónsedebea la puestaen marcha
de dos mecanismosprincipales:la liberaciónde calcio a partirdelos depósitosintracelulares
y la entradade calcio extracelular.

a) Entrada de calcio extracelular¡

La entradadecalcioextracelulardurantela activaciónplaquetariahaceposiblequelos
aumentosde la concentracióncitosólica de este catión sean más rápidos, marcadosy
sostenidos.La entradade calcio al interior de las plaquetasse producemayoritariamente
mediantela aperturade canalesiónicos en la membranaplasmática.Los canalesde calcio
plaquetariosno parecenser voltaje-dependientes(281,282),habiéndosedemostradoquesu
aperturaestá mediadamuy probablementepor la ocupaciónde receptores(283) ya sea
directamente(ReceptorparaADP (284)) o a travésde algúnsegundomensajero(Receptores
paratrombina,vasopresina,PAF y análogosdel TxA2 (285)).

Por otra parte, estudiosrecienteshan evidenciadola posibleexistenciaen plaquetas
de un mecanismode entradade calcio reguladopor el gradode depleciónde los almacenes
intracelulares; una vez deplecionados,los depósitosintraplaquetariosde calcio se rellenan
de nuevo en presenciade calcio extracelularsin que se produzcan incrementosde la
concentracióncitosólicade estecatión, lo cual indicala existenciade algúntipo de conexión
entrela membranaplasmáticay los almacenesintracelulares(279,286).

b) Liberación del calcio almacenado en los depósitos intracelulares

La observaciónde queciertasrespuestasplaquetariascalcio-dependientessepodían
induciren ausenciadecalcioextracelular,condujoapensarqueciertosagonistaserancapaces
deprovocarla liberación del calcio contenidoen los depósitosintracelulares,hechoqueha
sido confirmado posteriormentepor numerososautores(279). Entre estos agonistasse
incluyen la trombina,el TxA2, la serotonina,la vasopresina,el PAF y el ADP.

Losmecanismosreguladoresdela movilizaciónintracelulardecalcioen plaquetasson
realmentecomplejos,estandoimplicadosdiversossegundosmensajerosy sistemasenzimáticos
entrelos queseincluyenel Ins(1,4,5)P3,el AMPc, la PKC y muy posiblementeel GMPcy
el pH-citosólico(verapartadoscorrespondientes).

La fuentemayoritariaparala liberaciónde calcio enplaquetasactivadaspareceserel
DTS, el cual constituyeel almacenintraplaquetariode calcio sensibleal Ins(1,4,5)P3;como
consecuenciade la unión del Ins(1,4,5)1>3a su receptor,el DTS liberacalcio de una forma
rápida(< Ssg) y dosis-dependiente(287,215,217,231).
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Efrctcs dcl hnuato de 3m au,cmibuciá¡cikudlka dc calcio soin la tbnekuaulidad plaqusaria

Comoconsecuenciadel aumentode los nivelescitoplasmáticosde calcio seproduce
la activacióndedetenninadasproteínasplaquetariascalcio-dependientes,estimulándoseasí
diversos sistemasintracelularesimplicados en las respuestasde activación. Entre estos
sistemas seencuentran:la Ca2~-Mg’~-ATPasa(288), la fosfolipasa-A

2(289), la quinasade
las cadenasligeras de la miosina (MLCK) (290), proteasasneutrascalcio-dependientes
(calpainas)(291,292),y ciertasproteínasdel citoesqueleto.

La dependenciade calcio de las distintas respuestasde activación plaquetariaes
variable; el cambio de forma y la secreciónson independientesdel calcio extracelular,
mientrasque la agregaciónsi requierela presenciade estecatiónen el medio parapoder
producirse.A pesarde su total independenciadel calcio extracelular,el cambiode formay
la secreciónseacompañaninvariablementede incrementosde la concentracióncitosólicade
calcio: en el casodel cambiode forma la proteína-dianapareceser la MLCK-calmodulina-
dependiente,y es interesantereseñarque agentesque no inducen el cambio de forma
plaquetario(como la epinefrinay los ésteresde forbol) no provocanaumentosdel calcio
intracelular(293,273).Encuantoala secreción,parecequela liberacióndel calciocontenido
en los depósitosintracelularesprecedea la reacciónde exocitosis(294). Experimentoscon
plaquetaspermeabilizadasdemuestranque se puedeinducir la secreciónde los gránulos
densos y lisosomas simplemente incrementandola concentraciónde calcio del medio
extracelular(231,295).Otrosautoreshandemostradoquela trombina,losanálogosdel GTP,
los ésteresde forbol y el diacilglicerol, son capacesde aumentarla sensibilidaddel proceso
de secreción al calcio (296,297,298).Estos datos sugieren que el incremento de la
concentracióncitosólica de calcio y la PKC activadapor el 1 ,2-DAG actúande manera
sinergisticaparamediarla secreciónplaquetaria.

Sin embargo,la demostraciónde que la trombinay el colágenopor un lado y los
ésteresde forbol y el diacilglicerolpor otro, soncapacesde inducirla secreciónsin aumentar
la concentracióncitosólicade calcio,pareceindicar queel calciono juegaun papelesencial
en esteproceso,lo cual ha llevado a pensarque el principal mecanismomediadorde la
secreciónen plaquetasestáconstituidopor la activaciónde la PKC (293,280).

4.1.3.2.-Proteína-Quinasa-C(PKC)

En 1979, Nishizuka y col. demostraronla existenciade una proteina-quinasaque
requería la presenciade calcio, un fosfolípido (fundamentalmentefosfatidilserina) y
diglicérido paraejercersuactividadmáxima,y la denominaronproteina-quinasa-C(PKC)
(299,300). Estaproteina-quinasa-Cha sido posteriormenteencontradaen prácticamente
todos los tejidosde mamíferosincluidaslas plaquetas(300).

La formaciónde I,2-DAG durantela activaciónplaquetaria,aunquetransitoria,se
acompañasiemprede la estimulaciónde la PKC (301,300). La activación de la PKC es
inducidaespecíficamentepor los sn-l,2-diacilgliceroles(302). El papelprimordialdel 1,2-
DM3 en la activaciónde la PKC parececonsistiren incrementarlaafinidaddeestaproteína-
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quinasapor el calcio, permitiendoasí que la PKC puedaser estimuladaen presenciade
concentracionesfisiológicasdecalcio(rangomicromolar)(303).La adicióndediacilgliceroles
sintéticos(comoel 1-oleil-2-acetilglicerol,OAG) o deésteresde forbol a plaquetasintactas,
inducela activacóndela PKC mimetizandolosefectosdel l,2-DAG endógeno(304,305).

En las plaquetasen reposola PKC estápresenteen forma inactiva en el citosol;
durantela activación celular se producela traslocaciónde la PKC desdeel citosol a la
membranaplasmática(300,306),muy probablementepor la acciónsinergísticadel calcio y
el 1,2-DAG (304,307). Una vez activada, la NCC fosforilará proteínasespecíficasen
residuossermay treonina,estandola mayoríadeestasproteínasimplicadasen fenómenos
de secrecióny proliferación(204,308).

El sustrato principal de la PKC plaquetariaes una proteína citosólica que,
dependiendodelascondicionesde electroforesis,muestraun pesomolecularde40-o 47kDa
(309,310). Hastael momentose desconocenla identidad y función de estaproteínade
47kDa; los trabajosmásrecientesindican quepuedetratarsede lipocortina (311),o biende
la 5-fosfatasaespecíficaquedegradael Ins(1,4,5)P3(312), siendomásprobableestaúltima
posibilidad(313,314,199).

Efectas de la PKC sobre la activación plaquetaria

La PKCejerceefectosaparentementecontradictoriossobrela activaciónplaquetaria:
por un lado pareceestimulardeterminadosparámetrosde la activación, mientrasque al
mismotiempo pareceactuarcomoinhibidor a variosniveles.

a> Efectos estimulantes:

* La PKC y el calcio parecenactuarde manerasinergísticaen la inducción de la
secrecióny agregaciónplaquetarias.La adición conjuntade diacilglicerol y concentraciones
subcríticasde ionóforo cálcicoA23187a unasuspensiónde plaquetas,inducerápidamente
la secreción y la agregación (305,315), potenciando también la liberación de ácido
araquidónicoy la posteriorformacióndeTromboxano-A, (316,317).

Estudiosrecientesutilizando inhibidoresde la PKC quebloqueanla fosforilaciónde
la proteínade 47 kDa en plaquetasintactas,han demostradoqueestosagentesinhiben la
secrecióny reducenla agregaciónsecundaria,pero sin afectaral cambio de forma ni a la
agregaciónprimaria (318,319,320).Estosresultadossugierenclaramentela implicación de
la PKC como señal positiva en la secrecióny agregaciónplaquetarias.También se ha
comprobadoque los ésteresde forbol son capacesde inducir la agregaciónen ausenciade
secreción,y queademáspotencianla unióndel fibrinógenoalasplaquetas(321,322),lo cual
parececonfirmarla supuestaparticipaciónde la PKC en la agregación.
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* Otra funciónde la PKC enplaquetasactivadaspareceradicaren la estimulacióndel
intercanibiadorNa/H~, induciendoasíunaalcalinizacióndel citoplasmanecesariaparala
posterioractivacióndediversasenzimas.Sifferty col (323) handemostradoquela activación
de la PKC medianteésteresde forbol induceunaalcalinizacióndel citoplasmaequiparable
a la producidapor 0.5 U/ml de trombina(aumentode0.1-0.15unidadesdepH), sugiriendo
quela alcalinizacióndel citosol inducidapor la trombinaestámediadapor la PKC.

b) Efectos inhibitorios:

Se ha comprobadoque la PKC desensibilizaalgunasrespuestasde activación en
plaquetas.Varios gruposhandescritoquela preincubaciónde las plaquetascon OAG o
ésteresde forbol inhibe la hidrólisis de polifosfoinosItidos y la generaciónde segundos
mensajerosinducidas por los agonistas fisiológicos, bloqueandoal mismo tiempo la
movilizaciónde calcio, formacióndeTromboxano,cambiodeforma, secrecióny agregación
(324,325,326,327,328,329).

Los efectosinhibitorios de la PKC sobrela activación plaquetariapuedendebersea
unaaceleracióndel metabolismodel Ins(l ,4,5)P3(si el sustratode la PKC plaquetariaesla
5-Ins(1,4,5)P3-fosfatasa),o bien a la inhibición de la hidrólisis de polifosfoinositidos
(304,321).Basándoseen los trabajosde Jakobsy col, sobreel mecanismode inhibición de
la adenilato-ciclasaporla PKC (330) y en los suyospropios,Smithy col. (331) hanpropuesto
que la PKC podría fosforilar la subunidad-ade la proteína-Gp, bloqueandoasí la
transducciónde la señaldeactivaciónemitidapor el receptor.Varios trabajosparecenapoyar
estahipótesis(332,333),aunquetodavíano estáplenamenteconfirmada.

Por otra parte, Lapetina y col. (146) han comprobadoque la PKC es capaz de
fosforilar la subunidad-ade la proteína-Gi, proponiendoque esta fosforilación podría
bloquearla hidrólisis depolifosfoinosítidos(verapartado4.1.1.2.).

Todosestosdatosen conjuntoponende manifiestoquela participaciónde la PKC en
la activación plaquetariaes muy compleja, pudiendo ejercer una regulaciónpositiva o
negativasobrediversossistemasimplicadosen la estimulación:por un lado pareceactuar
como señalpositiva para la secrecióny agregación,pero al mismo tiempo interfiere la
transducciónde la señalentreel receptory la PLasa-C.
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4.1.4.-Fosforilación deproteínas plaquetarias

Durantela estimulaciónplaquetariaseproducennumerosasfosforilacionesprotéicas,
entrelas cualescabedestacar:

4.1.3.1.-Cadenaligera de miosina (MLC), de 20 kDa, fosforilada por una

quinasadependientedel sistemacalcio/calmodulina

4.1.3.2.-Proteínade 47 kDa (P-47), fosforiladapor la PKC

4.1.3.3.-Proteínasfosforiladas por la PICA dependientedel AMPc (ver
apanado4.1.2.2.1.)

4.1.3.4.-Proteínasfosforiladaspor unaQuinasadependientedelGMPc, con
efecto inhibitorio sobrela funcionalidadplaquetaria(334).

4.1.3.5.- Proteínasfosforiladas por Tirosina-quinasas,de función todavía
desconocida(1 17,118)

4.1.3.1.-Cadenaligerade miosina (MLC)

La estructuray regulaciónde la miosinaplaquetariason similaresa las de la
miosina de las células musculareslisas (335). Es una proteínaasimétrica(460 kDa),
compuestapor unpardecadenaspesadas(200 kDa) y dosparesde cadenasligeras(20 y 15
kDa).

En las plaquetasen reposo,las cadenasligerasde 20 kDa sólo estánfosforiladasen
un 10%; la estimulación con trombina induce la fosforilación de la MLC en un 90%
(336,337,271). Esta fosforilación se produce por acción de una quinasaespecífica
dependientedel sistemacalcio/calmodulina,denominadaquinasade la cadenaligera de
miosina,o MLCK (290,338,339).La unión de cuatromoléculasde calcio a la calmodulina
conducea la asociacióndel complejocalcio/calmodulinaconla MLCK, quede estaforma
resultaactivadapara seguidamentefosforilar a la cadenaligerade miosina(340,341).

La fosforilación y activaciónde la MLC induceun incrementosignificativo de la
actividadATP-asade la actina(342), la disposiciónde la miosinaen filamentos(343), y la
asociaciónde la miosina con el citoesqueletoplaquetario(344). En estascondicionesse
desarrollaunaactividadcontráctilcomoconsecuenciadel deslizamientode los filamentosde
miosina sobre los de actina (345); esta contracciónes la principal responsablede las
modificacionesde la membranaplasmáticay de la centralizaciónde gránulossecretoresque
experimentanlas plaquetasduranteel cambiode forma, favoreciendoasí la subsiguiente
exocitosis (20). Se ha sugeridoque la MLC-activadaintervieneen la inducción inicial del
cambiode forma, peroqueno esnecesariaparasu mantenimiento(346).
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4.1.3.2.-Proteína de 47 kDa

Comoseha mencionadoanteriormente(apartado4.1.3.2.), el sustratoprincipal de
la PKC en plaquetasradicaen unaproteínade 47 kDa de identidadtodavíadesconocida.

La fosforilaciónde estaproteínaseproducede forma máslentaquela fosforilación
de la MILC (346), debido probablementea que la formación de 1,2-DAG en cantidades
suficientespara activar a la PKC requieremástiempo que la generacióndel Ins(1,4,5)P3
necesarioparaactivara la MLCK (182).

La fosforilación de la P-47 pareceestarestrechamenterelacionadacon la secreción
plaquetaria(347), hastatal punto que se han podido evidenciardos gradosdistintos de
fosforilación de la P-47 durantela activación plaquetaria: un nivel de fosforilación bajo
duranteel cambio de forma, y un nivel superiordurantela secreción(209). Estos datos
refuerzanla hipótesisde la participaciónde la PKC como señalpositiva en la secreción
plaquetaria(verapanado4.1.3.2.).

4.1.4.-Ensamblaje del citoesque/eta

Las plaquetas,al igual que la mayoría de las células eucariotas,contienen las
proteínascontráctilesactina y miosina identificadas por primera vez en las células
musculares(348). El sistemacontráctilplaquetarioes en muchosaspectosmuy similar al de
lascélulasmusculareslisas,hastatal puntoquelasplaquetashanconstituidoun modelomuy
útil parael estudiode la organizacióny regulaciónde las proteínascontráctiles.

Laactivaciónplaquetariaseacompañade importantescambiosen la organizacióndel
citoesqueleto(349). Estoscambiosincluyen:

a) Agrupacióny entrecruzamientode los filamentosde actina
b) Formaciónde filamentosde miosina
c) Unión de miosinay actina

Los cambiosdel citoesqueletoson los principalesresponsablesde la generaciónde
actividadcontráctil en las plaquetasactivadas;la formación de acto-miosinapareceser un
factor fundamentalparaquesepuedaproducirla centralizacióndegránulosy la esferización
del contornoplaquetario,mientrasquela polimerizaciónde la actina pareceestarimplicada
en la emisiónde pseudópodos(16).

* En la Fig.8 se representaesquemáticamenteun modelo bifásico de activación
plaquetariapropuestopor Siess(7), en el cual se incluyen los principalesparámetrosde
activacióndescritosanteriormente.
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4.2. Activaci6n plaquetaria por otras vías

Ademásde los agonistasplaquetariosfisiológicos que activana las plaquetaspor
interactuar con receptores específicos, existen otros agentescapaces de inducir la
estimulaciónplaquetariapor otrasvías.

Un ejemploclásicodeestosagonistasafisiológicosestáconstituidoporlos ionóforos
cálcicos, como el antibiótico A23187 y la ionomicina. Estos ionóforos mimetizan las
respuestasplaquetariasinducidaspor los agonistasfisiológicos; inducen cambiode forma,
secrecióny agregación(350,351). El A23 187 y la ionomicina atraviesanla membrana
plasmática,movilizandodirectamenteel calciodelosdepósitosintracelulareseincrementando
así la concentracióncitosólicade calcio (352,353).

Las ionóforos cálcicos no se unen a receptoresy no inducen la hidrólisis de
polifosfoinosítidos;tampocoestimulanla formaciónde 1,2-DAG (165),de Ptd-OH(354) ni
de inositol-fosfatos (166,355). No obstante, bajo determinadas condiciones de
experimentación,los ionóforoscálcicossi puedenprovocarla hidrólisis de fosfoinositidos
por accióndela PLasa-Cenplaquetashumanas;sinembargo,la estimulaciónde estaenzima
no esinducidadirectamentepor el ionóforo, sino que seproducede forma indirecta por
acciónde los endoperóxidoscíclicos y tromboxanoA, generadoscomoconsecuenciadel
aumentode la concentraciónintracelular de calcio que estimula la actividad PLasa-A2
(356,357,358).

Los ionóforoscálcicostambiénson capacesde inducir la fosforilación de la cadena
ligerade miosinay en menormedidala dela proteínade 47 kDa (166,315),estimulandoasí
la secrecióny agregaciónplaquetariasen un grado similar al alcanzadopor los agonistas
fisiológicos.

5. METABOLISMO DEL ÁCIDO ARAQUIDONICO

Laexistenciadel metabolismodel ácidoaraquidónico(20:4)en plaquetasfuedescrita
por primeravez por Smith y Willis en 1971 (359), añadiendoasí lasplaquetasa la larga
lista decélulascapacesdesintetizarprostaglandinas(POs).

Lasplaquetasproduceneicosanoides(metabolitosoxigenadosactivosdel 20:4y otros
ácidosgrasosesencialesrelacionados)en respuestaa la estimulaciónpor diversosagonistas.
Los eicosanoidesno se almacenan(360), por lo cual la presenciade estoscompuestosen
plaquetasimplica su síntesisde-novocomoconsecuenciade la estimulacióncelular.

La síntesis de eicosanoidesrequiere la presenciade 20:4 en forma libre, no
esterificado,yaquelasenzimasoxigenantes(ciclooxigenasay lipooxigenasa)no puedenactuar
sobreun sustratounidoa fosfollpidos(361). Lasplaquetasen reposono contienen20:4 libre,
debidobásicamentea unapotenteactividadaraquidonil-CoenzimaA-sintetasaquetransfiere
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el 20:4a los fosfollpidos(362). Estehechoconfiereunaimportanciafundamentalal proceso
de liberaciónde 20:4 durantela activación celularparaqueéstepuedaser posteriormente
metabolizado.Lasplaquetashumanasestimuladascon trombina(lUIml) liberan 5-10nmol
de 20:4/10~plaquetas(363). Estacantidadde20:4 representasolamenteun 10% del total de
20:4 esterificadoqueexisteen lasplaquetashumanas(3M), perosuponeun granincremento
del nivel de20:4 libre.

5.1. Composición y localización de losprincipalesfosfalipidosplaquetaños

Los estudiosde Marcusy col. (364) y de Coheny col. <365) pusieronde manifiesto
queel fosfolipido mayoritarioen lasplaquetashumanasesla Fosfatidilcolina(PC) (40% del
total defosfolipidosplaquetarios),seguidodela Fosfatidiletanolamina(PE)(30%).Estosdos
fosfolípidoscontienenaproximadamenteel 80% deltotal de20:4plaquetario.Porotraparte,
el Ptdlns constituye únicamenteun 5% de los fosfol ipidos plaquetariospero es un
fosfoinositidomuy rico en20:4,por lo queparticipade formaimportanteen el metabolismo
de esteácidograso.

La mayorpartedela PEplaquetariasesitúaen la membranaplasmáticamientrasque
PC y Ptdlns estánlocalizadosmayoritariamenteen las membranasinternas (366), donde
precisamentese localizan también las enzimasimplicadas en la liberación y posterior
metabolismodel 20:4 (367).

5.2. Víasde liberaciónde20:4

5.2.1.- Vía Díglicérido-Lipasa 1 Monoglicérido-Lipasa

Estavíaimplicala acciónsecuencialdeunaDiglicérido-Lipasay unaMonoglicérido-
Lipasasobreel 1 ,2-DAG generadodurantela activaciónplaquetaria,paraliberarel 20:4que
lleva esterificadoen posiciónsn-2 (205,368).

Existen numerosasevidenciasqueparecenconfirmar la existenciade esta vía de
liberaciónde20:4 en plaquetas:

* Se ha demostradola existenciade actividad diglicérido-lipasaen membranas
plaquetarias(369).

* La PLasa-Cplaquetariahidroliza específicamentelos fosfoinositidosquecontienen
20:4esterificadoen posiciónsn-2,generandopor tantocantidadessignificativasde 1 ,2-DAG
conestructura1-acil,2-araquidonil-(169).

* La inhibición de la diglicérido-lipasaprovocaun acúmulode 1,2-DAG tras la
estimulaciónpor trombina, lo cual pareceindicar queen ausenciadel inhibidor la lipasaes
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activa(370). Asimismo,seha demostradoqueel pretratanilentode membranasplaquetarias
caninasconun inhibidor específicodela diglicérido-lipasa(RHC-80267),reducelos niveles
de20:4 liberadostrasla estimulación(371).

* En plaquetashumanasactivadascon trombina se produceun acúmulo de 2-
Monoacil-glicerolindicativo de la existenciadeactividaddiglicérido-lipasa(368,372).

Sin embargo,existenautoresquenieganla importanciade estavía deliberaciónde
20:4 en plaquetas,basándoseen las siguientesobservaciones:

- Agonistasqueno inducenla hidrólisisde fosfoinositidos(por ejemplola epinefrina
o el ionóforo cálcicoA23187) liberan cantidadessignificativasde20:4 (363).

- Otra seriedeexperimentosconinhibidoresdela diglicérido-lipasarevelanqueestos
agentesreducenlos nivelesde 2-Monoacilglicerol formadostrasla estimulación,pero no
afectanal volumende20:4 liberado(372).

5.2.2.- Vía Fosfolipasa-A2 (PLasa-AO

Comoconsecuenciade la activaciónplaquetaria,seproduceun descensoconsiderable
en la masay contenidode20:4 de diversosfosfolípidosde membrana(PC, PE y Ptdlns),y
de formaparalelaun aumentode los nivelesde liso-PC, liso-PE, liso-Ptdlnsy de 20:4 libre
(373,374).

EstoscambiosenlosprincipalesfosfolIpidosdemembranasonprobablementedebidos
aunaactividadPLasa-A2(EC.3.1.1.4.)descritapor distintosautoresen lisadosdeplaquetas
(289,375).

La estimulaciónde la actividad PLasa-A,durantela activación plaquetariaparece
dependerdevariosfactores:

a) Calcio

La concentraciónde calcio esun factor critico parala activaciónde estaenzima; su
actividad es totalmentecalcio-dependiente.Originalmentesepensabaqueeran necesarias
concentracionesde calcio en el rangomilimolar parasuactivación(289), peroestudiosmás
recientes (376) indican que la PLasa-A, de plaquetasde oveja muestra actividad a
concentracionesdecalcio másfisiológicas(0.3-0.8 sRM).

La liberaciónde calcio a partir del sistematubulardensoinducidapor los agonistas
plaquetarioses probablementela señal que dispara la estimulación de la PLasa-A2,
constituyendoasí un mecanismopor el cual los agonistasfisiológicos puedeninducir la
activaciónsecuencialde PLasa-Cy PLasa-A2.Sin embargo,parecequeestaenzimatambién
participa en la activación plaquetariainducida por agonistasque no provocan aumentos
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significativosde la concentraciónintracelularde calcio, comola epinefrina(25,144); este
hechosugierela existenciade otros mecanismosreguladoresindependientesde los niveles
citosólicosdecalcio.

b) pH citaseS lico

El pH del citosol tambiénes un importantereguladorde la actividadPLasa-A2: las
condicionesóptimaspara su activación requierenun pH alcalino. El incrementodel pH
citosólico durantela activaciónplaquetariapareceserde unas0.2-0.3unidades(377,323);
sedesconocesi esteaumentodel pH essuficienteparaactivara la PLasa-A,(289), cabiendo
la posibilidadde quesepuedaalcanzarun pH superioren áreaslocalizadasde la célula. La
alcalinizacióndel citoplasmaqueseproducedurantela activacióncelularpareceser debida
a la estimulacióndel intercambiadorNa/W de la membranaplasmática(378,379,380).

e) Inhibidores endógenos

Sehadescritola existenciadeun tercerfactor reguladorde la actividadPLasa-A2en
plaquetas:algunosautores(381) postulanla existenciade un inhibidor endógeno,quepodría
estarconstituidopor algún miembro de la familia de Lipocortinas(3 11,382). Segúnesta
hipótesis, la fosforilación de la Lipocortina por la PKC activadaeliminaría su efecto
inhibitorio sobrela PLasa-A,.

d) Prote inos-G-regu¡adoras

Actualmenteseestáinvestigandola posibilidadde que la activación de la PLasa-A,
estémediadapor unaproteína-O-reguladora.Sehansugeridodosposiblesmecanismospara
la participacióndeproteínas-Oen la activaciónde estaenzima:

* Segúnla primerahipótesis,la proteína-Oimplicadaen la activaciónde la PLasa-
A2 seríala propia Gp mediadorade la hidrólisis de polifosfoinositidos; los aumentosde la
concentracióncitosólicade calcio inducidospor el Ins(l ,4,5)P3seríanen últimainstancialos
responsablesde la estimulaciónde la PLan-A,.Porlo tanto, estaseríaunay la deactivación
de PLasa-A2dependientede la activaciónpreviade PLasa-C.

* Lasegundahipótesisproponela activacióndirectadela PLasa-A,porunaproteína-

O todavíadesconocida(“Ox”).

Las primerasevidenciassobre la posible existenciade esta proteína“Ox” fueron
obtenidasporMurayamay131 (383) al comprobarqueel tratamientode fibroblastos313con
toxina-pertussisinhibía la liberaciónde20:4perono la hidrólisisdepolifosfoinositidosen
respuestaa la trombina. Otrosautoreshanobtenidoresultadossimilaresen célulastiroideas
(384),demostrandoademásqueni la neomicina(inhibidor de la hidrólisisde fosfoinositidos
por unirsea los sustratosde la PLasa-C),ni los inhibidoresde la Diglicérido-lipasareducen
la liberación de 20:4. Estosdatos sugierenque el 20:4 movilizado durantela activación
celular procededirectamentede los fosfolípidos vía PLasa-A,, sin necesidadde que se

INTRODUCCION 44



produzcapreviamentela activaciónde la PLasa-C.Posteriormenteseha demostradoqueel
GTPTS estimulala actividad PLasa-A2en preparadosde retina, y que estaactivación es
inhibidapor la toxina-pertussis(385). Estos resultadosindican la posibleparticipaciónde
una proteína-O sensiblea toxina-pertussisen la activación de la PLasa-A,,existiendo
evidenciasde que la subunidadimplicadaen la estimulaciónde estaactividadenzimáticaes
la subunidad-Bit y no la -a.

Los estudiossobrela existenciade estasupuestaproteína-O-reguladoradePLan-A2
en plaquetasson mucho menosnumerososque los realizadosen otros tipos celulares.
Nakashimay col. (386) han podido inducir la liberación de 20:4 incubandoplaquetas
permeabilizadasconGTPy GTPTS,sin quedichaliberaciónseviernafectadapor la adición
de un inhibidor de la diglicérido-lipasa.Otrosautores<387) hanestudiadola formaciónde
Ins(1,4,5)P,y Tromboxano-B,en plaquetasintactasestimuladascon AlFt demostrandoque
en estascondicionesla neomicinay la PGEI inhiben la producciónde lns(1,4,5)P3pero no
la de TxB2. Por otra parte, la incubaciónde las plaquetascon toxina-pertussisbloquca la
síntesisde TxB2 inducidapor AlF

4 sin afectara la producciónde Ins(l,4,5)P,(387).

En la Fig.9 serepresentanesquemáticamentelos distintosfactoresreguladoresde la
actividadPlasa-A2en plaquetas.
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ACTIVIDADES PLan-A2 EN PLAQUETAS

Ademásde las actividadesPLasa-A,queliberan 20:4 inespeclficamenteapartir de
los principales fosfolipidos de membrana, se han descrito también en plaquetasdos
actividadesPLasa-A2especificasparaPtd-OHy Ptdlns.

a) PLasa-A2específicaparaPtd-OH:

Lapetinay col. (388,389)sostienenqueel Ptd-OH esunade las principalesfuentes
parala liberación de 20:4 en plaquetasde caballopor acciónde unaPLasa-A,específica,
describiendoquela formaciónde Puf-OHprecedea la liberaciónde 20:4.

Sin embargo,otros autoreshan demostradoqueen plaquetashumanasla formación
de Ptd-OH tiene lugar despuésde la liberaciónde20:4, contradiciendoasí la hipótesisde
Lapetina(362).

Esta discrepanciade resultadospuedeser debidaa la distinta procedenciade las
plaquetasen ambostrabajos(caballoy humanos),ya queseha sugeridoquealgunasrutas
metabólicascelularespuedendiferir en las distintasespeciesanimales.

b) PLasa-A2específicaparaPtdlns

Estaactividadenzimáticaha sido descritaen plaquetashumanas(363) y de caballos
(358) estimuladascon lonóforo cálcicoA23187 y/o trombina.

5.3. Metabolismode20:4 en plaquetas

Unavez liberado,el 20:4 plaquetariopuedeser metabolizadopor dosvíasdistintas,
localizadasambasen la membranadel DTS (367,390);

5.3.1.-Vía Lipooxigenasa (oxigenación en C-12)

5.3.2.- Vía Cicloox¡genosa (oxigenación en C-I 1 y C-15)

El metabolismoplaquetariodel 20:4 aparecerepresentadoen la Fig.10
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5.3.1.- Productos de la vía Lipooxigenasa

Comoconsecuenciade la oxigenacióndel 20:4 en C-12 porla lipooxigenasa,se forma
el ácido 12-hidroperoileicosatetraenoico(12-HPETE),queseráreducidoporunaperoxidasa
dandolugaral ácido 12-hidroxicicosatetraenoico(12-HETE).

No se conocencon exactitudlos efectosestos metabolitossobre la funcionajidad
plaquetaria,aunquesehapodidodemostrarquetantoel 12-HPETEcomoel 12-HETEposeen
efectosinhibitorios sobrela agregación.A bajasconcentraciones(dosisconel 50% deefecto
inhibitorio máximo: 2-3gM para 12-HPETE (391) y 6 pM para el 12-HETE (392) ),
antagonizanla agregaciónplaquetariainducidapor diversosagonistas. A concentraciones
máselevadas(15-25pM), pareceninhibir el metabolismodel 20:4por la víaciclooxigenasa
(393), posiblementepor bloqueardirectamenteestaactividadenzimática(391).

5.3.2.-Productos de la vía Ciclooxigenasa

La víaciclooxigenasaes la principal ruta metabólicadel 20:4en plaquetas(394).

La ciclooxigenasaplaquetariaposeeactividad oxigenasay peroxidasa.La actividad
oxigenasacataliza la oxigenaciónen Cdl y C-15, formando un endoperóxidocíclico
inestable, la PGO,. La P002 será rápidamenteperoxidada conviniéndoseen otro
endoperóxidoinestable,la POR,(la vida mediade POG,y PGH,esde unos5 mm a 37

0C).
La PGH, serádegradadapor vía enzimáticao no-enzimática,dando lugar a distintos
compuestos:

* prostaglandinasestables(POE.
2,P0F21 y PGDL)

* otrosderivadosestablesde 17- (ácido 12-hidroxi-5,8,I0-heptadecatrienoico,HHT)
y 3-átomosde carbono(malondialdeh ido, MDA)

~ compuestomuy inestable(Tromboxano-A,,TxA2) por accióndela Tromboxano-
sintetasa;el TxA2 (vida media en solución acuosa: 30 sg) será rápidamente
transformadoen su metabolitoestableTxB2.

* unaprostaglandinainestable (prostaciclina,PGI2) por acciónde la prostaciclin-
sintetasa;la POI, seconvertirárápidamenteen un productoestable, la 6-oxo-P0F16.

Las plaquetas poseen escasa actividad PGI,-sintetasa, por lo que el producto principal
del metabolismo de 20:4 en estas células es el Tromboxano-A, <88), importante potenciador
de la hemostasia por su marcado efecto vasoconstrictor e inductor de la agregación plaquetaria
(395). Por el contrario, las células endoteliales producen grandes cantidades de P012 (potente
inhibidor plaquetario por inducir incrementos del AMPe) al ser estimuladas. Este hecho
condujo a Moncada y col, a sugerir que el equilibrio de la interacción plaqueta-endotelio está
mediado por la acción de fuerzas opuestas: el TxA2 como estimulante y la POI, como
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inhibidora de la activación plaquetaria (396). Según esta hipótesis, la bomeostasia vascular
viene determinadapor el balancede la producciónde TxA, y PCI,, siendolas trombosis
patológicasel resultadodirectodelasalteracionesdeesteequilibriovascular.Posteriormente
se demostróque la interacciónentre las plaquetasy las células endotelialeses aún más
estrecha:Buntingy col (397) propusieronquelosendoperóxidoscíclicossintetizadosporlas
plaquetasestimuladassontransferidosa la paredvascular,dondelas célulasendotelialeslos
utilizan comosustratoexógenoparala formaciónde PO!, endógena.Estemecanismosirve
probablementeparalimitar la agregaciónplaquetariaenlos vasoslesionados,ya quefavorece
la formación de PO!, a expensasdel TxA,. La producciónde PCI2vasculara partir de los
endoperóxidosderivadosdelasplaquetashasidoposteriormenteconfirmadaporotrosautores
(398,399).

Lasprostaglandinasy lostromboxanosactúancomo“hormonaslocales”oautacoides,
esdecir,quesusíntesis,actividadesfisiológicasy subsiguienteinactivaciónpor degradación
metabólica, tienen lugar en las proximidadesde la célula origina] (400). Entre los
eicosanoidesformadosen las plaquetaspor la vía ciclooxigenasaexistencompuestosque
actúancomoinhibidoresy otros que secomportancomoestimulantesde la funcionalidad
plaquetaria;

- La PCI2 es un potentevasodilatadore inhibidor de la agregaciónplaquetaria
(401,402);su unióna sureceptorsobrela superficieplaquetaria(receptorquecompartecon
la POE1) activa a la proteína-Oselevandoasí los niveles de AMPc intraplaquetario(ver
apartado4.1.2.2.1).Aunquela PCI, y la POE, compartenel mismo receptor,el grado y
cinética de estimulación de la adenilato-ciclasaque induce cada una de estas dos
prostaglandinassondiferentes:los incrementosdel AMPcoriginadosporlaPCI, sonmayores
y mássostenidosquelos ocasionadospor la POE,(403).

- La PCI), poseeefectos inhibitorios sobre la secrecióny agregación,ya que su
interaccióncon susreceptoresplaquetariosestimulala formacióndeAMPc (404).

- La PGH,, la PGG2y fundamentalmenteel TxA, actúancomoestimulantesde la
activación plaquetaria(88). Los Endoperóxidosy el TxA, puedenactuarcomoestímulos
primarioso bien comointermediariosen la activación plaquetariapor agonistasexógenos.
Unavez sintetizadosa nivel del DTS plaquetario,estoscompuestosdifundirán a travésde
la membranaplasmáticaparasalir a] espacioextracelulary seguidamenteunirsea receptores
comunes sobre la superficie celular, constituyendo así un importante sistema de
retroalimentación-positiva.

Encuantoa susaccionescomoactivadoresplaquetariosdirectos,sehademostradoque
la unión del TxA, y de la POH, a sus receptoresreduce los niveles de AMPc
intraplaquetarios,peroúnicamentecuandoéstoshayansidopreviamenteelevadosporagentes
estimulantesde la adenilato-ciclasa(405,406).Seha comprobadoasimismoqueel TxA, y la
PGH, estimulanla movilizaciónintracelularde calcio en plaquetas(406), y si bien todavía
no estáclaro por qué mecanismo,existenevidenciasque indican la participaciónde una
proteína-O-reguladorasimilar o idénticaa Gp: la capacidadde los análogosdel TxA, para
estimular la actividad GTPasa(91) y desencadenaruna hidrólisis de polifosfoinositidos
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GDPBS-sensible (92) sugiere que el mecanismo amplificador de la respuesta plaquetaria
ejercido por estos metabolitosactivos del 20:4 está mediadopor la activación de una
proteína-Oestimulantede la PLasa-C(proteína“Gp’”).

6. MECANISMOS DE REGULACION DE LA RESPUESTAPLAQUETARIA

6.1.-Mecanismosde regulación positiva

Para que las respuestasplaquetarias (fundamentalmente la formación de grandes

agregadosmulticelularesirreversibles)puedanproducirseconefectividady rapidez,resulta
necesariala puestaen marchade mecanismosamplificadoresde las respuestasiniciales.

Lasplaquetasposeendos mecanismosprincipalesde amplificación: Los sistemasde
regulaciónpositivay la acciónsinergisticade los agonistas.

6.1.1.- Sistemas de retroatimentoción-positiva

Los sistemasde retroalimentación-positivaque se ponen en marchadurante la
activaciónplaquetaria,son fundamentalmentedos:

1.) Formaciónde endoperóxidoscíclicosy Tromboxano-A,(407,408,35,209).

2.) Liberaciónde ADP durantela reacciónde secreción(409,410,35).

Estoscompuestosactuancomoamplificadoresde lasrespuestasplaquetariasiniciales,
ya queunavez liberadosal espacioextracelularpor las plaquetasactivadas,seunirán a
receptores de membrana específicos, estimulando la hidrólisis de fosfoinositidos,
movilización de calcio, fosforilación de proteínas y exposición de receptorespara
fibrinógeno,transformandoasí las respuestasiniciales reversiblesen respuestasirreversibles
(411).

Sin embargo, ninguno de estos sistemasamplificadoresestá implicado en las
respuestasplaquetariasprimariasreversibles(adhesión,cambiode forma y primeraondade
agregación)(24,25). Duranteestasrespuestasprimariaspuedeproducirsela liberaciónde
ácido araquidónico,pero sin la formaciónde susmetabolitosactivos(412,25,38).

En general,las concentracionesaltasde agonistasfuertes(trombina,colágeno)son
capacesde inducir directamentela activaciónplaquetariasin necesitarla mediaciónde estos
mecanismosamplificadores(407,413). Sin embargo,las concentracionesbajasdetrombina
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o colágeno, los agonistasintermedios (como PAF, vasopresina,o análogosde los
endoperóxidos),y los agonistasdébiles(como la epinefrina)dependenparcial-o totalmente
de la formaciónde endoperóxidosy TxA, y/o de la liberaciónde ADP parapoder inducir
unaactivaciónplaquetariacompleta(407,412,25).

6.1.2.- Acción sinerg Istica de agonistas

La mayoríade los agonistasplaquetariosactúande unamanerasinerglstica(414).

Concentracionessubcríticasde distintosagonistasquepor si solas serianincapaces
de inducir la activación plaquetaria, provocan una respuestacompleta si se afiaden
conjuntamentea unasuspensióndeplaquetas(415,416,417,408).

Este sinergismo entre los distintos agonistasplaquetariospuede tener una gran
importanciafisiológica, ya que posibilita la estimulaciónpor agonistasqueen condiciones
fisiológicas nunca llegarían a alcanzar las concentracionesnecesariaspara inducir la
activaciónplaquetariapor sí solos(418,419).

6.2.-Mecanismosderegulaciónnegativa

La existenciade mecanismosfisiológicos inhibidores de la activación plaquetaria
resultaimprescindible,ya quedeotro modo la estimulaciónilimitada de estascélulasdarla
lugara procesostrombóticosincontroladosquepodríanllegara tenerun cursomortal.

Los principales agentesimplicados en la regulación negativa de la activación
plaquetariason el AMP cíclico y la proteína-quinasa-C.

6.2.1.-AMP c ¡cUco (AMPc)

El AMPc inhibela activaciónplaquetariaavariosniveles(ver apartado4.1.2.2.1.),
por lo cualtodoslosagentesqueinduzcanla estimulaciónde la adenilato-ciclasaenplaquetas
tendránefectosinhibitorios sobrela funcionalidadde estascélulas.

6.2.2.- Prote ína-qu¡nasa-C

Los mecanismosinhibidoresde la PKC sobre la activaciónplaquetariaya han sido
descritosen el apartado4.1.3.2.
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En la Fig.11 apareceun esquemade los mecanismosderegulaciónpositivay negativa
implicadosen los fenómenosde activaciónplaquetaria.

PGI2
PGE1
PGD2

NL,

K&®X
H ADENILATO

C,cLAsA
e

ATP cAMP

Trombina

4,
TxA2

DAG

1
-.4

NL,

4’

1

PLasa—C
e

p1p2—., ~p3+x

PLa PLasa—A2 20:4

PKC

\fi~—ptasa

e

IP2

—* —*TxAj’~

HG. 11. MECANISMOSDE REGULACION DE LAS RESPUESTASPLAQUETARIAS
Regulación negativa: 1. Los aumentosdel AMPc inhiben la activación plaquetaria,
fundamentalmentepor interrumpir la resIntesisde Ptdlns(4,5)P,al bloquearla Ptdlns(4)P-
Kinasa. 2. La PKC activadainterfiereel acoplamientodel receptora la proteína-Gp.3. La
posible estimulaciónde la Ins(1,4,5)P3-fosfatasapor la PKC acelerael metabolismodel
Ins(l ,4,5)P3.
Regulaciónpositiva: 4. Los metabolitosoxigenadosactivosdel20:4actúancomosistemade
retroalimentaciónpositivaal potenciarla hidrólisis de polifosfoinositidos.
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1. MATERIALES

1.1. Material biológico

Las plaquetasfueron obtenidasde perrosmestizosde ambos sexos, con edades
comprendidasentre2-6 años.

Todos los animales fueron sometidosa controles hematológicosy bioquímicos
completosantesdelasextracciones,excluyéndosedel estudiotodosaquellosquepresentaran
algunaalteraciónde los parámetrosnormalesparala especie.

1.2. Productosradiactivos

Acido(5,6,8,9,11,12,14,15-3H)-araquidónico(1 mCi/mí,120Ci/mmol); ácido-1(‘4C)-
araquidónico(50 gCi/ml, 60 mCi/mmol); (2-’H)-glicerol (lmCi/ml, 0.1-1 Ci/mmol);
(‘H)-5-hidroxitriptamina (serotonina-QH)) (lmCi/ml, 90 Ci/mmol); mio-(2-3H)-inositol
(lmCi/ml, 50 Ci/mmol).

TodosestosproductosfueronadquiridosdeAmershan,U.K. (NuclearIbérica,S.A.)

1.3. Lípidos

Algunosde los lípidos utilizadoscomopatrones,(1,2-Dioleil-sn-glicerol
(C18:1, cis 9), ácido L-a-fosfatidico,dipalmitoil; L-a-fosfatidil-colina, dipalmitoil;
L-a-fosfatidil-L-serina(de cerebrobovino), L-a-fosfatidil-etanolamina,dipalmitoil; ácido
araquidónico, sal sódica (de hígado porcino) ), fueron adquiridos a Sigma Chemical
Co.,USA.

Otroslípidos(Ptdlns(4,5)P
2,Ptdlns(4)P,Ptdlns,todosellosdecerebrobovino,y Ptd-

OH deyemade huevo)nos fuerondonadosgentilmenteporel Dr. E.R.S.Roldan(IAPORC,
Cambridge,GB).

Los lípidos fueron reconstituidosen el volumen adecuadode una mezcla de
cloroformo:metanol(1:1), y conservadosa -20

0C en atmósferade 1%.

1.4. Material paracromatografía

Para la separaciónde lípidos mediantecromatografíade adsorciónen capa fina
(TLC), seutilizaron cromatoplacasdeSiicaGel O (DC-FertigplattenKieselgel60-Fm,0.25
mm) y cromatofoliosde Silica Gel G (DC-PlastikfolienKieselgel 60, 0.2 mm), de Merck,
Darmstadt,Alemania.

1.5. Material paraAutoriadiografía

PelículasradiográficasortocromáticasValca SHX-55;revelador“Universal Valca”;
fijador “Universal Valca”; chasispararadiografíaconplacasreforzadorasSiemens.
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1.6. Otrosreactivosy materiales

1.6.1.- Material plástico

Tubosdecentrífugade polialómerosde 30 mí, de Beckman.

PipetasPasteurde 3m1 y pipetasde 10 ml estériles,deCostar.

Tubosdepolipropilenode5 mí, de Daslab.

Cánulasde teflón estérilesparaextracciónde sangre,VASOCAN (Braunúle), 1.2

mm/180.x 45 mm, deB.Braun,Alemania.

Viales de centelleo de polipropileno Becknian Poli-Q y LKB standard.

1.6.2.- Bolsosporo extracción de sangre

Bolsasde transferenciaestérilesy apirógenas“Kawasumi”, de 300y 500 ml.

1.6.3.-Otros reactivos químicos

De SigmaChemicalCo., USA: albúminabovinainactivaday libre de ácidosgrasos,
hepes,EGTA, saponina,sulfato de neomicina, ATP, OTPrS, IIODP, ionóforo cálcico
A23187, indometacina,quinacrina,prostaciclina,azul de Coomassie-R.

De Serva: Acido cacodílico(salsádica).

De DadeOrifols,S.A.: a-trombinabovina.

De LaboratoriosKnickerbocker,S.A.E(Barcelona): “Plaquet-CROM” (Reactivos
Cromatest).

De Merck, Darmstadt(Alemania):NaF, Dimetilsulfóxido, Azul Tripan, todos los
solventesutilizadosparalas separacionesde lípidos (cloroformo, isooctano,éterdietílico,
etc), 1 ,2-propilenoóxido (paramicroscopiaelectrónica),y el restode ácidos,basesy sa]es
empleadasen laspreparacionesy ensayos(nivel de reactivosparaanálisis).

De Bio-Rad,USA: resinasde intercambioaniónico AG 1-X8 forma formiato (200-
400 Mesh); columnasde polipropilenoparacromatografía~Poly-Prep”,con capacidad
para2 ml de mediocromatográficoy 10 ml de reservorio.

De LaboratoriosVirbac (Barcelona):“Zoletil” (anestésicode usoveterinario)

De Beckman:cóctel de centelleobiodegradable“Ready-Safe”
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1.7. Equipo

Bailo deaguatermostatizadoconagitaciónNew BrunswickScientific,modeloG76/D;
balanzas analíticas Sauter; estufas Memmert; agitadores rotatorios Atom y agitatubos Clay-
Adams; centrífuga de mesa Heraeus Labofuge 1; centrífuga Orto Tomax; microfuge Kubota
KM-15200; espectrofotómetroBeckmanDU-20; densitómetroCAMAO 76610; microscopio
electrónicode transmisiónJeol 100-B; microtomoUltratomeIII (LKB); microscopiaóptica
convencional, Olympus BH-2 y Leitz SM-LUX; agregómetro “Whole-Blood-
Lumiaggregometer”Chrono-LogModel-500(Chrono-LogCorp.,USA),con registradorde
doble canal Chrono-Log Model-703 (Chrono-Log Corp.,USA); contador de centelleo
BeckmanLS 3801; contadordecentelleoLKB-WALLAC (Mod. 1215-RackbetaII); contador
celular SysmexF-800, condiluidor automáticoSysmexDD-100.
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2. METODOS

2.1.-Aislamientodcplaquetassanguíneas

Las extracciones de sangre se realizaron mediante cateterización de la arteria femoral;
los perros fueron tranquilizados previamente mediante la administración por vía
intramuscular de una mezcla de Tiletamina y Zolazepam (1:1) (“Zoletil”), a dosis de 5
mg/kg.

Para la cateterización de la arteria femoral se utilizaron cánulas de teflón (diámetro
1.2 mm), puncionándose la arteria por vía percutínea a nivel de la región inguinal.

La sangre fue recogida en bolsas estériles que contenían como anticoagulante ACD
(ácido cítrico 71 mM, citrato sódico 180 mM, glucosa 111 mM) en una proporción del
10%.

Las plaquetas fueron aisladas por centrifugación diferencial de acuerdo al
procedimiento descrito por Siess y col. (209).

La sangre se centrifugó a 200xg durante 20 mm a temperatura ambiente, recogiéndose
seguidamente el sobrenadante (Plasma Rico en Plaquetas, PRP). En este momento se tomaban
alícuotas del PRPpara el contaje de plaquetas y evaluación de su viabilidad.

A continuación, se incubó el volumen adecuado de PRPen distintas condiciones según
los ensayos, siempre a 370C en agitación.

Una vez completada la incubación, se centrifugó el PRPa SOOxg durante 15 mm a
temperatura ambiente, despreciándose el sobrenadante (Plasma Pobre en Plaquetas, PPP), y
resuspendiéndose el precipitado (plaquetas) en un volumen abundante de tampón Tris-Citrato-
Bicarbonato(ClNa 129mM, ClK2.8mM, Cl

2Mg l.8mM,glucosa5.SmM, CO3HNa8.5mM,
citrato sódico 10.9mM, fosfato potásico 0.8mM, Tris-base lOmM, EGTA2mM, BSA0.1%;
pH =6.9). A continuación, se realizaron 3 lavados en tampón-Tris-Citrato-Bicarbonato en
las mismas condiciones de centrifugación,resuspendiéndosefinalmente las plaquetas en el
volumenadecuadodetampón.

Antesdecadacentrifugación,seañadióPOI, (450ng/mí)a la suspensióndeplaquetas
paraevitar la agregaciónespontánea.

Despuesdel último lavado y antesde realizar los ensayos,se tomabaunaalícuota
para contajey evaluaciónde la viabilidad, ajustándosela concentracióncelular de forma
adecuadasegúnel experimentoa realizar.
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2.2.- Recuentodeplaquetasy valoracióndesuviabilidad

2.2.1.-El recuento de plaquetas se realizó según los casos, en un contador celular
automático (Sysmex F-800), o en un hemocitómetro (cámara de Neubauer).

Para el contaje en hemocitómetro, se realizaba una dilución 1/100 de la suspensión
de plaquetas en “Plaquet-CROM” (solución compuesta por un colorante y una sustancia para
lisar los eritrocitos).

2.2.2.-Para valorar la viabilidad de las plaquetas, se realizó una dilución 1/100 de
la suspensión celular en una solución de Azul Tripan al 0.4% (p/v) disuelto en tampón
fosfato (pH =7.2), que se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 mm, procediéndose
luego a su contaje en un hemocitómetro diferenciando las células teñidas de las no teñidas
(las células teñidas son células no-viables). El %de viabilidad se calculó a partir de la
expresión:

100 x células viables (no teñidas)
%viabilidad=

células viables + céls.no viables

2.3.- Incubación y estimulación de plaquetas

2.3.1- Incubación de PRP

El PRP se incubo a 370C en agitación (100 rpms), durante distintos períodos de
tiempo dependiendo del experimento a realizar.

Las incubaciones con 3H-5-HT, fueron siempre de 90 mm.

Las incubaciones con ‘4C-20:4, 3H-20:4, y 3H-Oly, se realizaron durante 150 mm.

2.3.2.- Incubación de plaquetas aisladas en tampón Tris-citrato-bicarbonato

Las incubacionescon 3H-mio-Ins se realizaronen tampón tris-citrato-bicarbonato
durantediversos períodosde tiempo (que oscilaron entre 90-180 mm), con el fin de
establecerel tiempo de incubaciónadecuadoparaalcanzaruna incorporaciónóptimade 3H-
ms (vercapituloderesultados).

Durantelas incubaciones,seañadió POI, cada45 mm (450 ng/mí) disueltaen un
volumende etanolquenuncasobrepasóel 0.1% delvolumenfinal, conel fin de prevenirla
agregaciónespontánea.
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2.3.3.- Reacciones de estimulación de plaquetas

Las estimulaciones se realizaron siempre con plaquetas aisladas en el tampón
correspondiente, despues de haber sido lavadas 3 veces para eliminar el isótopo no
incorporado.

La concentración de plaquetas en el tampón se ajustó siempre a 4 x 10~ /ml (excepto
en los experimentos con plaquetas permeabilizadas donde la concentración fue de 2 x l0’/ml),
realizándose las estimulaciones sobre muestras de 0.5 ml.

Todas las reacciones de estimulación se realizaron a 370C en agitación, en presencia
o ausencia de calcio según los ensayos; la concentración de calcio en el medio se ajustó
mediante el uso de tampones Ca’4 /EOTA como describe Raaflaub (420).

El volumen del estimulante añadido nunca superó el 0.1 %del volumen final de la
muestra.

2.4.- Permeabilización deplaquetas

Las plaquetas lavadas fueron sedimentadas siguiendo el procedimiento descrito por
Siess y col. (209), siendo resuspendidas seguidamente en un tampón de características
citosólicas (MgCl, 5 mM, KCl 120 mM, Hepes 20 mM; pH=7.4) que contenía BSA al
0.1 %, en presencia o ausencia de MgATPdependiendo del ensayo a realizar.

Las plaquetas (2 x 10~ /ml) fueron permeabilizadas mediante la incubación con
saponina (15 gg/ml) en el citado tampón durante 1 mm.

Para comprobar el grado de permeabilización alcanzado y detectar posibles
alteraciones de la fisiología plaquetaria tras el tratamiento con saponina, se determinaron los
niveles de ciertas enzimas citosólicas liberados al medio. La actividad catalítica de la
Láctico-Deshidrogenasa (LDH) se estableció mediante la medición de la oxidación de
NADH (condicionesde ensayodela SociedadAlemana de Química Clínica (421)). Los
resultadosobtenidosfueron comparablesa los descritosen la bibliografía para diversos
protocolosdepermeabilización(231,248),demostrándoseasí la eficaciadel procedimiento
aplicadoen nuestroestudio.

2.5.- Determinaciónde la secreciónde serotocina(5-111)

La determinacióndela secrecióndeserotoninaen plaquetasmarcadascon3H-5-HT,
serealizó siguiendoel procedimientodescritopor Lapetinay col. (388).

Lasincubacionesfueronfrenadaspor la adición de 0.5 volúmenesdeglutaraldehido
al 6% (p/v). A continuaciónsecentrifugaronlasplaquetasa l0.OOOxgduranteSmm a 40C,
tomándose seguidamenteuna alícuota de 100 ¿¿1 del sobrenadantepara contaje de
radiactividad.
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2.6.-Extracciónde lípidostotales

La extracción de lípidos totales a partir de una suspensión de plaquetas, se realizó
de acuerdo al procedimiento clásico de Bligh y Dier (422), siguiendo las modificaciones del
método descritas por Roldán y col. (423), que se detallan a continuación:

Las estimulaciones de las plaquetas marcadas con ‘4C-20:4, 3H-20:4 ó 3H-Oly, fueron
frenadas por la adición de 1 vol de ácido perclórico al 10%.

Seguidamente, se centrifugaron las muestras a lOOOxg durante 5 min, eliminándose
el sobrenadante. A continuación se añadieron 2.5 vol de ácido perclórico al 5%, y se
centrifugó de nuevo en las mismas condiciones. Despues de eliminar el sobrenadante, se
añadieron 3.75 vol de una solución compuesta por: cloroformo/ metanol! HCl concentrado
(1/2/0.012 , y/y/y). Seguidamente se centrifugaron las muestras en iguales condiciones
que anteriormente, pero en esta ocasión se recogió el sobrenadante y se transfirió a otro
tubo, al que se añadió por este orden: agua destilada (1 vol), EDTA l00mM pH==7 (0.25
vol), NaCí 0.16 M (1.25 vol) y cloroformo (1.25 vol). A continuación se centrifugó de
nuevo, obteniéndose dos fases bien diferenciadas: se eliminó la fase acuosa superior, y se
reextrajo la fase orgánica inferior por la adición de 2 vol de la mezcla: cloroformo/ metanol
/ HCl 1 N ( 3/48/47, y/y/y). Despues de centrifugar, se eliminó de nuevo la fase superior,
evaporándose la fase orgánica bajo nitrógeno. Seguidamente se resuspendió el extracto en
un volumen conocido de cloroformo (1 mí), tomándose 2 alícuotas de cada muestra para
contaje de radiactividad.

A lo largo de todo el proceso de extracción, las muestras se agitaron en un Vortex
hasta su completa homogeneizacióntras la adición de las distintas soluciones.

Los extractos lipidicos se conservaron en una atmósfera de nitrógeno a -200C basta
su utilización.

2.7.- Aislamiento de lípidos de hígado de rata

En la mayoría de los ensayos, los lípidos utilizados como patrones hablan sido
extraídos a partir de hígado de rata.

La extirpación del hígado de la rata se realizó inmediatamente después de la muerte
del animal, homogeneizándose seguidamente la víscera en una solución de sacarosa 0.32 M
al 30% (p/v). El homogeneizado fue filtrado a través de gasa doble, extrayéndose a
continuación los lípidos totales siguiendo el protocolo descrito en el apartado anterior.

Una vez completado el procedimiento de extracción hasta la última centrifugación,
se filtraron las dos fases a través de papel Whatman del número 1, y se dejaron reposar
durante 12 horas a 40C bajo atmósfera de nitrógeno.

Transcurrido ese tiempo, se eliminó la fase superior, evaporándose la fase orgánica
inferior bajo nitrógeno; los lípidos totales contenidos en el extracto final fueron aplicados en

MATERIALES Y METODOS 59



placas de TLC que se desarrollaron en distintos sistemas de solventes dependiendo de los
lípidos que se quisieran separar (ver apanado 2.8.).

Una vez reveladas las manchas lipidicas por acción de vapores de yodo, se rasparon
las correspondientes a los lípidos que se pretendían aislar. Los lípidos fueron extraídos
posteriormente de la Silica-Gel con cloroformo, cloroformo/metanol (2:1 y/y),
cloroformo/metanol (1:1 y/y), y metanol. Finalmente, los extractos se llevaron a sequedad y
se resuspendieron en cloroformo/metanol (1:1 y/y), conservándose bajo nitrógeno a -200C
hasta su utilización.

2.8.- Separación de lípidos

Los lípidos fueron separados por cromatografía de adsorción en capa fina (TLC),
utilizando distintos sistemas de solventes. En todos los casos, los extractos lipidicos se
resuspendieron en 50 gí de cloroformo que seguidamente se aplicaron en las placas de TLC.

Los sistemas de solventes empleados fueron los siguientes:

2.8.1.- Separación de lípidos neutros (424):

Hexano1 éterdietilico / ácidoacético

( 60 / 40 /1; y/y/y)

2.8.2.- Separación de ácido fosfatídico, ácidos grasas libres, TxA~ 12-HETE

y HHT (425):

Se utiliza como sistema de desarrollo la fase superior de la mezcla;

Acetato de etilo / Isooctano 1 ácido acético / agua

( 90 / 50 / 20 /100 ; y/y/y/y)

2.8.3.- Separación de Fosfoinos (tidos y otros Fosfol ipidos (426):

Se utilizó un sistema mono- o bidimensional dependiendo de los fosfolipidos
que se pretendieran separar.

a) Sistema Monodimensional:

Para la separación monodimensional se utilizaron placas de TLC de 20 x 20
cm impregnadas con EDTA 100 mM(pH=7.0), que se desarrollaron en el
sistema:

Cloroformo / metanol / agua / NH. concentrado
(48 / 40 / 7 ¡ 5 ; y/y/y/y)
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b) Sistema Bidimensional:

Para la separación en dos dimensiones se utilizaron cromatofolios de 10 x 10
cm previamente impregnados con oxalato potásico al 1% (p/v); como primer
sistema de solventes se empleó el descrito en el apartado a), y una vez secas
las placas, se corrieron nuevamente en el sistema:

Cloroformo / metanol / ácido fórmico
(55 / 25 / 5 ; y/y/y)

2.8.4.- Separación de Fosfolípidos y ácidos grasos libres (427):

Cloroformo / metanol ¡ agua / ácido acético
(65 / 50 / 5 / 2 ; y/y/y/y)

2.8.5.- Detección de las manchas iip idicas:

Despues de desarrollar las placas de TLC en los respectivos sistemas de solventes, las
manchas correspondientes a los distintos lípidos se revelaron por los siguientes
métodos:

2.8.5.1.- Sometiendo las placas de TLC a vapores de yodo.

2.8.5.2.- Por autorradiografía de las placas

2.8.5.3.- Por tinción de las placas de TLC durante 30 mm con

una solución colorante compuesta por:

Azul de Coomassie-R ... 0.3 g
Metanol 300 ml
NaCí 5.8g
Agua Hasta 11

Las placas fueron decoloradas seguidamente con metanol al 30 %
durante 5 mm.

En la Fig. 12. se muestra el orden de migración de los distintos lípidos en los sistemas
de solventes citados anteriormente.

FIS. 12. SEPARACION DE LINDOS EN DISTINTOS SISTEMAS DE SOLVENTES
(AUTORRADIOGRAFIA)
12*.: Sepmracidn de dc. frsfatfdico (PA), dc. grao bine (AOL), TxE.2, 12-Hm yHI4T (2.8.2.)
(PUs: Posfal (pidas) (La autorradiaguaf la corresponde a un experimento representativo can plaquetas
estimuladaspar trombina (2U/mI) y ¡anáfora A23 187 (IOj.&M); reaccionesfrenadas a distintos tiempos)
12b.: Sepsraci&i de lípidos na¡bus: 1,2-MAO, 1,2-DAS. 1,3-DAS, dc. guao.¡ibas (AOL)y triglic¿ridos
(113)(2.8.1.). (La autarradiagraf (acorrespondea un expenmentarepresentativocon plaquetasestimuladaspar
trombina (U/mi); reaccionesfrenadas a distintas tiempas)
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2.10.2.- Separación de ms-Ps

La separación de los distintos ¡ns-Ps se realizó mediante fraccionamientopor
cromatografíade intercambioaniónico en columnasde resmaAG 1-X8 , siguiendo el
procedimientodescritopor Irvine y col (428) y Berridgey col (429).

Antes de aplicarselas muestras,seempaquetaronlascolumnasde polipropilenocon
resmaAG 1-X8 de intercambioaniónicoforma formiato (200-400Mesh),hastaobtenerun
lecho de 1 ml. Seguidamenteseequilibraronlascolumnasconaguadestiladahastaalcanzar
un pH neutro, aplicándose entonces las muestras. Los distintos ¡ns-Ps fueron elu idos con los
siguientes sistemas:

1.- 15 ml de agua destilada
2.- 9 ml de tetraborato sódico 5 mM/ácido fórmico 0.1 M
3.- 9 mIde formiato amónico 0.2 M/ác. fórmico 0.1 M
4.- 9 mIde formiato amónico 0.4 M/ác. fórmico 0.1 M
5.- 9 ml de formiato amónico 0.8 MIác. fórmico 0.1 M
6.- 9 ml de formiato amónico 1 M/ác. fórmico 0.1 M

El empleo de estos sistemas de elución en el orden descrito, proporcionaba la
separación de los siguientescompuestos:

1.- 3H-Ins libre
2.- GrolnsP
3.- lns-P
4.- Ins-P

2
5.- Ins-P3
6.- lns-P,,

Tras la aplicación de cada sistema de elución, se fueron recogiendo las fracciones
elu idas en volúmenesde 1 ml en viales quese rellenaroncon 10 ml de cóctel de centelleo,
determinándoseseguidamentela radiactividadpresenteen cada fracción.

Paraeluir los ms-Pstotales,sesiguióel citadoordende elución hastael sistema2.,
aplicándosea continuación10 ml de formiato amónico1.2 M/ác. fórmico 0.1 M.

Para separarlos distintos¡ns-Ps,peroeluyendoconjuntamenteel Ins-P, y el Ins-P,,
sesiguió el mismoordende elución hastael sistema4., pasándoseseguidamente10 ml de
formiatoamónico1.2 M/ác. fórmico 0.1 M.
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2.11.- Determinación de la radiactividad

2.11.1.- Muestraslíquidas

Se tomaron alícuotas de 50 6 100 pl de las muestras y se depositaron en viales de
polipropileno que seguidamente se rellenaron con 10 ml de cóctel de centelleo “Beckman
Ready Safe”.

2.11.2.- Muestras sólidas

Para determinar la radiactividad presente en los distintos lípidos separados por WC,
se rasparon las manchas lipídicas de las placas de WC, recogiéndose la Silica Gel en viales
a los que se añadió 1 ml de metanol, rellenándosecon 10 ml de cóctel “Beckman Ready
Safe” al cabo de 1 hora.

La radiactividadde las muestrasse determinó en ambos casos en un contador de
centelleoliquido, con unaeficaciaaproximadadel 80 % parael ‘4C y del 30% parael 3H.

Para la valoración final de los resultados,se tuvo siempre en cuenta que la
radiactividadpresenteen los distintos extractoslipidicos, así comola cantidad total de
lípidos aplicadosen lasplacasde WC, podíanno ser idénticasparatodaslasmuestrasde
un mismoexperimento,por lo queresultónecesarionormalizarlas dpmsbrutasobtenidas
del raspadodelasmanchaslipídicas.

Paraello, seaplicóen todoslos casos la fórmulaquesecita a continuación,basada
en la propuestapor Dixon y col. (430):

Normalizacióndpms:
Media de lasdpmstotalesde todaslasmuestras

dpmsnormalizadas= dpmsdela manchax
dpms totales de la muestra

Los resultadosdelos todoslosexperimentosreferentesa lípidosseparadospor WC
seexpresansiempreen dpmsnormalizadas.

2.12.- Procesamiento demuestraspara Microscopia Electrónica

Unavez estimuladas,las plaquetas fueron prefijadas mediante la adición de 1 vol de
glutaraldehido al 2.5 % (¡>/v) en tampón-cacodilato(cacodilatosódico 0.1 M, ácido
clorhídrico0.1 N, aguabidestilada,10/0.83/20y/y/y), permaneciendodurante2 horasa
40C en esta solución. A continuación, se centrifugaron a lOOOxg durante 15 mm,
resuspendiéndoseel precipitadoen un volumenabundantede tampón-cacodilato.Despuésde
realizardos lavadoscon tampón-cacodilato,seañadiócomo fijador tetróxidode osmioal
1% durante1 hora.
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Al cabo de ese tiempo, se realizaron 2 lavados en tampón cacodilato, para
seguidamenterealizar una serie completa de deshidratación de las muestras con alcoholes
etílicos de gradación creciente ( 30~, 50~, 700, 800, 960).

Una vez deshidratadas y lavadas con óxido de propileno, se procedió a la inclusión
de las muestras en resma Epon-Araldita. Seguidamente se obtuvieron cortes semifinos de 1-
2 pm para finalmente realizar cortes de un espesor aproximado de 40-60 nm con un
ultramicrotomotUltratome III” (LKB). Las muestras se observaron en un microscopio
electrónico de transmisión Jeol-lOOB.

2.13.-Curvasde agregación

Las medidasde la agregaciónplaquetariase realizaronen un agregómetro“Whole
BloadLumi-Aggregometer”Chrono-LogModel-500(Chrono-LogCorp.USA),quedetermina
la agregación en muestras de sangrecompletaen basea los cambiosen la impedancia
eléctrica originados por la agregación de las plaquetas tras la adición de los agonistas
(431,432). La corriente eléctrica a través de la muestra fue siempre de 15 kHz, 0.08 mW.
La ventaja que ofrece éste método sobre los agregómetrosópticosclásicos(que miden la
agregaciónplaquetariapor los incrementos de la transmitancia a través de una suspensión de
plaquetas),consisteen quepermitedeterminarla agregaciónplaquetariaen sangrecompleta
sin necesidadde aislarpreviamentelasplaquetas,con el consiguienteahorrode tiempoy de
volumende muestra(433).

Unavez extraídala sangre,sedepositaron0.5 ml en unacubetasiliconizadaa la que
seañadióun volumenigual de soluciónsalinafisiológica.La muestrasemantuvoa 370Cen
agitacióndurante5 mm antes de realizarla estimulación,durantelos cualesseajustóa cero
la impedanciamedidaen un registradorde doblecanalChrono-LogModel-703;despuésde
añadirel agonista,semidieron loscambiosde la impedanciade la muestradurante2 mm.

En otras ocasiones, para determinarsi las plaquetaspresentabanuna funcionalidad
normal tras las incubacionescon los distintos isótopos, las medidasde la agregación
plaquetariase realizaronsobrePRP en el “Whole-Blood Lumi Aggregometer” . En estos
casos,lasestimulacionestambiénsellevarona cabodurante2 mm a 370Cen agitación,pero
sobreun volumende PR!> de 1 ml.
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1. SECRECION PLAQUETARIA INDUCIDA POR AGONISTAS
FISIOLOGICOS Y AFISIOLOGICOS

En todos los experimentos de secreción, las plaquetas aisladas en tampón tris-citrato-
bicarbonato (modificado por la adición de BSA al 0.1%) y marcadas con 3H-5-HT, fueron
estimuladas mediante la adición de distintos agonistas en ausencia o en presencia de calcio
extracelular, cuantificándose la liberación de serotonina de acuerdo al procedimiento descrito
en Materiales y Métodos.

1.1. Efrcto de la trombina sobre la secreción plaquetaria

Los resultados obtenidos indican claramente que la trombina induce la secreción de
serotonina en plaquetas caninas de forma dependiente de la dosis hasta la concentración de

1 U/ml (concentración a la que se
alcanza el máximo de secreción),
manteniéndose constantes los niveles
de secreción con concentraciones
superiores de este agonista (Graf. 1).

Graf.I. EFECTO DE DISTINTAS
cX31(cS<IRACfl<U DR tROMBINA soasLA.
SBCRECION PLAQUB~ARL4 DR SEROrONINA
(rodas las rncciones frenadas a lo. 2 mm post-
esnwihc.&i. Media *SD de un m<nitno de 5
experimento. realizados en ausencia 6 en presenciade
calcio 1mM. El ¡00% de secreción corresponde a la
inducida por 2U/xnl de trombina a ¡os 2 mm post-
estimulación)

La secreción comienza a ser
detectable al cabo de 5-10 sg tras la
adición de la trombina (21.1/mí),
alcanzándose los valores máximos a
los 2 mm de la estimulación y
manteniéndose al mismo nivel a
tiempos más largos (Graf.2).

Gnf.2.EFECrO LB LAiflIERIA CZU/sU SOBRE
LA SECRECION HAQUErARIA DR SERGrONINA
<Media ±SDde un mfnin,ode5 experimento.realizados
en ausencia& en presenciadecalcio ImM. E 100% de
secreción corresponde a la Inducida por 2UInil de
trombina a los 2aún post-estimulacidn)

67

2
o
o —.- -cia
‘st •~—~ ca
o 1,15.4

‘u
u
s

¡TAl UII~

110

100

2
o
o —a.- -cfl
‘u

E -.5— 4~ci~

o *15.4
‘u
u
*

Y IEMPOISO>

o
o 30 60 90 120

RESULTADOS



1.2. Efecto del ionóforo cálcico A23187 sobrela secreciónplaque*aria

La secreción plaquetaria en respuesta al ionóforo A23 187 se produce de manera dosis-
dependiente con todas las concentraciones de A23 187 utilizadas.

Los niveles de secreción inducidos por este agonista (en ausencia de calcio
extracelular) son siempre inferiores (75%) a los estimulados por la trombina (100%), incluso
con concentraciones elevadas de ionóforo (25~¿M) (Graf.3).

OsES. EFECTO DE DISTINTAS
CONCENflACIONES DE JONOFORO

AlliS? SOBRE LA SUCRECION
NAQIJErADIADBSEROIUNINA«odas las
reacciones frenadas a ¡os 2 miii post-
estinzlación.Media ±SDde un mfnimo de 5
experimentos realizado, en ausencia 6 ea
presenciade calcio lmM. El 100% de secreción
corresponde a ¡a inducida por 21/nil de
trombina a los 2 miii poe-estimulación)

La cinética de la reacción de secreción inducida por el A23187 (10pM), es
prácticamente idéntica a la producida en respuesta a la trombina (2U/ml); la liberación de
serotonina comienza al cabo de 5-lOsg del contacto con el agonista, alcanzándose el 100%
de secreción a los 2 mm (Graf.4).

Onf.4.EFECTO DEL IONORWO CAI.CICO
A23187 (lt~m>4 SOBRE LA SECRECION
HAQIJErARIA DE SEROrONINA (Media
±SD de un mfnin,o de 5 experimento.
realizadosen ausencia6 en presenciade calcio
¡mM. El 100% de secrecióncorrespondea la
inducida por 2UInii de trombina a loe 2 mlii
post-estimulación)
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1.3. Efectodelcalcio extracelular sobre la secreciónplaquetaria

1.3.1. Secreción inducida por calcio

La adición de calcio al medio de incubación no indujo la secreción plaquetaria de
serotonina hasta que no se alcanzaron concentracionesde 102 M (concentraciones
completamenteafisiológicas),queestimularonla secreciónen un 15% (Ciraf.5).

1.3.2. Efecto del calcio sobre la secreción inducida por trombina

La liberación de serotonina inducida por trombina es independiente del calcio
extracelular, ya que no existen diferencias significativas entre los niveles de secreción
alcanzados en ausencia de calcio y los producidos en presencia de este catión (lmM) con
ninguna de las concentracionesde trombinaempleadas(Gral. 1)

.

Por otra parte, la
secrecióninducidapor trombina
(2U/ml) no se vió afectadapor 125

la adición de distintas
concentracionesde calcio al
medio extracelular, ni siquiera
con concentracionesde calcio
quepor sí mismasestimulanla
secreción(100M) (Graf.5)

Graf.5.EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE CALCIO SOBEn
LA SECRECION FLAQUErARIA DE
SFRO’roNINA INDUCIDA N)ITROItIBINA
(2U/mI) Y 101401VRO A23¡87(IWG4 (rodas
las reacciones frenadas a los 2 aún post.
estimulación. Media ±51>de un mínimo de 3
experimentos. EL 100% de secreción
corresponde a la inducida por 2 U/ni! de
trombina)

1.3.3. Efecto del calcio sobre la secreción inducida por ionóforo A23 187

La secreción en respuesta a este agonista sí está influenciada por la presencia de
calcio: en ausencia de calcio extracelular, la secreción inducida por distintas concentraciones
de ionóforo A23187 no llega nunca a alcanzar los niveles estimuladospor la trombina
(GraL3). Sin embargo,en presenciade concentracionesextracelularesdecalcio de 10~ M,
se produceun marcadoincrementode la cantidadde serotoninaliberadapor acción del
A23187, llegandoa superara la inducidapor la trombina(Graf.3).Si bien esteaumentode
la secreciónen presenciade calcioextracelularseproducecon todaslas concentracionesde
A23187 empleadas,el incrementoesmayorcuantomásaltaseala dosisde A2318’7utilizada,
llegandoa serdel 20% parala concentraciónde 10pM y del 30% parala 25pM.

El efectopotenciadordelcalciosobrelasecrecióninducidaporA23187 esdependiente
de la dosis,empezandoa manifestasea concentracionesde calcio igualeso superioresa
1O~ M (Graf.5).
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1.4. Efecto deagonistasactivadoresdeprotelnas-G-reguladorassobrela secreción

plaquetaria

Con objetode establecerla posible participación de proteínas-O-reguladoras en los
fenómenosde activaciónde las plaquetascaninas, se realizaronvarios experimentosen
plaquetasintactasypermeabilizadasconsaponina,empleandocomoestimulantesplaquetarios
dosagentescapacesdeactivarproteínas-O:Fluorurosódicoy análogosno-hidrolizablesdel
0W(OTPrS).

1.4.1 .Efecto del Fluoruro sódico (NaF> sobre la secreción pía quetario

El NaF (másprobablementeel complejoAlFj, escapaz de unirse a la forma inactiva
de lasproteínas-Oy ocasionarla disociaciónde sussubunidadesmimetizandolos efectosde
la uniónde0W, originandoasí la activaciónde estasproteínas-reguladoras(434,435).

Nuestrosresultadosdemuestranqueconcentracionesde NaF superioresa 10 mM
inducenla secreciónplaquetariade serotoninaen célulasintactas,de unamaneradependiente
de la dosisy por un mecanismo
independiente del calcio
extracelular (Oraf.6 ). La
cantidadde serotoninasecretada
en respuestaal NaF llega a
alcanzarel 75% del total de
serotonina secretada tras la
estimulación con trombina
(2U/ml).

(3rsf.6.EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONKS DE FLUORURO
SONCO (14*19SOBRE LA SECRECION
PIAQUErARIADESEROroNINA(roda. las
reacciones frenadas a ¡os 2 miii post-
estimulación. Media ±51>de un mfnimo de 5
experimentos realizados en ausencia .5 en
presenciade calcio ¡mM. El 100% de secreción
corresponde a 1. inducida por 211/ml de
trombina a los 2 aún poat.estiniulación)

1.4.1.l.Efecto del NaF sobre la secrecióninducidapor trombina

El NaF posee un marcado efecto potenciador de la secreción inducida por trombina,
siendo mayor la potenciación cuanto menor sea la concentración de trombina (Oraf.7). El
NaF llega a multiplicar por 8 la secreción inducida por 0.0W/ml de trombina (concentración
que por si sola apenas es capaz de estimular la secreción, ver apanado 1.1.). El efecto
potenciador del NaF sigue siendo manifiesto con concentraciones de trombina de 0. lU/ml,
desapareciendo casi por completo al aumentar la dosis de trombina.
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Gr.f.7.BFECTO DE DISTINTAS
r1-ttnl DE FLUORURO

SODICO SOBRE LA SECRBCION
PLAQUETARIA OB SEROTONINA
INDUCIDA POR DIPEDENIS OCES DE
IMSOINA (rodas las reaccionesfrenadas a
lo. 2 mm post-estimulación. Media ±SDde 3
experimentosrealizados en presenciade calcio
lmM. 21100% de secrecióncorresponda a la
secrecióninducida por cada concentraciónde
trombina en ausenciade NsF)

1.4.2. Efecto del GTPTS sobre la secreción píaquetaria

El GTPTS es un análogo no-hidrolizable del OTP, por lo que su
proteína-O induce la activación continuada de esta última (436).

unión a una

En los experimentoscon OTPrS, las plaquetaseran permeabilizadasmediante la
adición de saponina 1 mm antes de la adición del estimulo.

* Dado que las concentraciones excesivas de saponina pueden producir alteraciones

del metabolismo plaquetario que interferirían en los resultados, se realizaron ensayos para
establecer con exactitud la dosis
óptima de saponina a emplear
en nuestro sistema. Dicha
concentración resultó ser de
l5pg/2 x U? plaquetas,ya que
con esta dosis de saponinase
alcanzanlosnivelesmáximosde
secreciónenrespuestaaGTPIS
sin que las plaquetasresulten
dañadasduranteel procesode
permeabilización(Oraf.8).

GwattSEcBflCIOi< DE SacrONINA
O - . INDUCIDA POR «¡FrS <100pM) W4

0 15 PLAQUEFAS -.—~~-~‘ AS Ccii
DISTINIAS CONCENTRACIONES DE
SAPONINA«odas las reaccionesfrenadas.las

2 siún post-estinwlación. Media ±SDde 3
experimento,realizadosen presenciade calcio

0. ¡~M y ATPO.lmM. El 100% de secrecióncorrespondea la inducida porlU/nl de trombina a los 2 aúnpost-estimulaciónen plaquetas
no-perrneabilizadas>
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El GTPTS induce la secreción plaquetaria en presencia de ATP (1 mM) y de
concentraciones de calcio de 0.1 pM (equivalentes a las citosólicas en células en reposo) de
forma dependiente de la dosis (Oraf.9).

La secreción estimulada
por el OTPrS es superior a la ___________________________________________
inducida por NaF, pero sin
llegar nunca a alcanzar los
niveles de serotonina liberados
en respuestaa trombina.

Graf.9.EPBCTO DE DISTINTAS
CONCENIRACIONKS DEGIWSSOBREL4
SECRECION DE SEROTONINA EN
PLAQUETAS PflMEABIL¡ZADAS (Las
plaquetas fiseron permeabilizadas mediante la
adición de l5ag1ml de saponina 1 aún antesde
1. adición del eSf¡nulo. Todas las reacciones
frenadasa lo. 2 aún pos-estimulación.Media
±50de 3 experimentosrealizado.eapresencia
de calcio 0.144 y A!? O.lniM . El 100% de
secrecióncorresponde a la inducida por 21J/¡nl
de trombina a loa 2 mm pos¡-eatiniulaciónen
plaquetas no-permeabilizadas)

1.5. Efecto delATP sobrela secreciónplaquetaria

El ATPinduce numerosas reacciones de fosforilación protéica implicadas en distintas
fases de la activación plaquetaria.

Los resultados obtenidos demuestran que las concentraciones de ATP iguales o
superiores a 0.1 mM, son capaces de inducir la secreción en plaquetas permeabilizadas con
saponina (Graf. 10). El nivel de secreción inducido por el ATP en presencia de
concentraciones de calcio equivalentes
a las existentes en plaquetas activadas _________________________________________
(0.5 gM), es superior al producido
con concentraciones equivalentes a las
citosólicas de plaquetas en reposo (0.1
pM), llegando en el primer caso a
alcanzar los niveles de secreción
estimuladospor el ionóforo A23 187
(10 pM).

Graf.LO.EPECTO DE DISTINTAS
CONCR<IRACION~ 126 ATP SOBRE LA
SECRECIO*< DE SERG~O*4INA EN PLAQUHIAS
PERMEALBILIZADAS (Las plaquetas fueron
pern,eabilizadas mediante la adición de ISgg/nil de
saponina 1 niin antesde la adición del estimulo. Todas
las reaccionesfrenadas a lo. 2 aún post-estimulación.
Media ±SI>de 3 experimento.realizadosenpresenciade _______________________________________________
calcio 0.144 6 calcio 0.54< - El 100% de secreción
corresponde• la inducida por 211/udde trombina a los 2
aúnpon-estimulaciónen plaquetasno-permeabilizadas)
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L6. Efecto de] 1,2-Oloecetilglicerol(OAG) sobrela secrwidaplaquetaria

Con el fin de determinar la posible implicación de la Protelna-Quinasa-C en los
procesos secretores en plaquetas de perro, se realizaron experimentosde secreciónutilizando
un diglicérido exógeno(OAO) comoagonista.El OAOes un diglicérido con configuración
1,2-de cadena corta, lo cual le permite atravesar la membrana plasmática celular (315,437).

Nuestros resultados demuestran que las concentraciones de OAGde 20¿¿Mestimulan
la secreción plaquetaria, llegando a duplicar los niveles basales de secreción (Tabla. 1).

Por otra parte, el efecto del OAG(20¿iM) sobre la secreción inducida por trombina
(2U/ml) es variable en función del tiempo transcurrido entre la adición de ambos agonistas:
cuando el OAGy la trombina se añaden al mismo tiempo, se observa un efecto potenciador
del OMSsobre la secreción estimulada por la trombina. Por el contrario, si la trombina se
añade despues de haber preincubado durante 30 sg con el OAG, el efecto de este dítimo es
inhibitorio (Tabla. 1).

TABLA. 1. EFECTODEL 1 ,2-OLOACETILCILICEROL SOBRELA SECRECIONDE
SEROTONINA(Media±SD de un mfnimo de 3 Experimentos)

k~CREC1QN

Control-Basal 10% ±2
+ Trombina (2U/ml) 100% ±1
+OAO(20g~4) — 20% ±2
+ OAG(2OMM) + Trombina (2UIml)---- 122% ±1

(añadidos al tiempo)
+ OAG(2OgM) + Trombina (2U/ml) 89% ±2

(3Osg preincubación con OAG)

2. EFECTODELOSINHIBIDORES DEDISTINTAS RUTASMETABOLJCAS
CELULARESSOBRELA SECRECIONPLAQUETARIA

Con objeto de establecer el grado de participación de diversos sistemas metabólicos
intracelulares en el proceso de secreción plaquetaria, realizamos algunos experimentos
utilizando conocidos inhibidores de ciertas rutas de activación celular, cuyos resultadosse
describena continuación.

2.1. Efectodc la Neomicina sobre la secreciónplaquetaria inducida por distintos
agonistas

La neomicina inhibe de manera relativamente específica la hidrólisis de
polifosfoinos nidos por unirse a estos fosfolipidos, impidiendo así su ataque por la
fosfoinositidasa(438,439,440).
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Las reacciones descritas a continuación se llevaron a cabo con plaquetas intactas y en
presencia de calcio lmM, excepto en el caso de las estimulaciones con GTPrS que se
realizaron con plaquetas previamente permeabiizadas por saponina y en presencia de
concentraciones de calcio de 0.1 uM.

La preincubación con la neomicina tuvo en todos los casos una duración de 2 mm.

2.1.1. Secreción inducida por trombina

La neomicinainhibela secrecióninducidaportrombina(2U/ml)de formadependiente
de la dosis,a partir deconcentracionessuperioresa 0.1 mM.
Laconcentraciónde5 mM produceunainhibición de aproximadamenteun 75%,quellegará
a ser del 100% con
concentracionesdeneomicinade ______________________________________________
10 mM (GrafA la).

Oraf.Ila.BPECTO DE DISTINTAS
CONCENIRACIONES DE NEOMICINA
SOBRELASECRECION PLAQUE~ARI& DE
SEROrONINA INDUCIDA PORIROMBINA
CZUInÚ>. ioNoflo Aaflt7 ~i~a> o
FLUORURO SODJCÓ (AOmM) «odas las
reacciones frenadas a Loa 2 mm pon-
estimulación. Las preincubaciones con
neomicina fueron siempre de 2 mm. Media
±SI> de 5 experimentosrealizadosen presencia
de calcio 1 mM - El 100% de secreción
corresponde a la inducida por

21J/ml de
trombinas los 2 aún post-estimulación)

2.1.2. Secreción inducido por ionóforo cálcico A23 187

Ningunade lasconcentracionesde neomicinaempleadastieneefectoalgunosobrela

secreciónde serotoninainducidapor ionóforoA23187(lOMM) (Grafila).

2.1.3. Secreción inducida por Fluoruro sódico (NaF)

La neomicinaejerce un marcadoefecto estimulantesobrela secreciónplaquetaria
inducida por NaF (30 mM). Este efecto potenciador es dosis-dependiente, siendo detectable
a concentraciones de neomicina iguales o superiores a 1 mM; esta concentración aumenta ya
en un 40% la secreción en respuesta al NaF, incremento que llegará a ser de más del 50%
con concentraciones superiores (Graf. 1 la).

2.1.4. Secreción inducida por GTPrS

Al igual que sucede con la secreción inducida por NaiF, la neomicina potencia

significativamentela secreciónplaquetariaestimuladapor el GTPrS. Las concentraciones
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efectivas de neomicina en este
caso son iguales a las descritas
parael NaF, siendotambiénel
grado de estimulación alcanzado
muy similar para estos dos
agonistas (incrementos de la
secreción en tomo al 50%)
(GraL 1 lb).

Graf.I 1b.~BCIfl DE LA NBCAIICINA
SOBRELA SECDMCICI< PLAQUErAmADE
SB4WONINA INDUcIDA POR DIVSOS
AGONTifAS:
TROMBINA <lUhnl), IONOK)Ro A23Igl
<ItWd). FLUORURO SODICO QODM).
GrpyS (IOOflA). olDAcErKarElOL
CZOMM). «odaslas reaccionesfrenadas a los 2
niin post-estimulación.Las preincuhacionescon
neomicina (5mM) fueron siempre de 2 mm.
Media ±51)de un mínimo de 3 experimentos.
Las estkmulsciones con Trontina, ionMoro
A23187, NaPyOAG fueron realizadasen plaquetasintactasy en presenciade calcio lmM. Las estImulacionescon OTPrS fueron realizadas
en plaquetaspermeabilizadascon saponina (l5~g/ml)y en presenciade calcio 0.14<y ATP 0.lmM. El 100% de secrecióncorresponde
en cada caso a la máxima inducida por cada agonistaen ausencia de neomicina)

2.1.5. Secreción inducida por 1 ,%Oloacetilglicerol (OAG)

La adición de neomicina (rango de concentraciones de 0.1 mMa 10 mM)no afecta

en modoalgunoa la secrecióninducidapor el OAG (2OpM) (Graf.1 lb).
2.2. Efectodela Quinacrina sobre la secreciónplaquetaria inducidapor distintos

agonistas

Laquinacrinaactúacomoinhibidor de lo actividad fosfo¡iposa-A. endiversos tipos
celularespor un mecanismono bienconocido(441,442).

Todas las estimulacionesrealizadas en presenciade este inhibidor se efectuaron con
plaquetasintactasen presenciade calcio(1 mM), siendolaspreincubacionesconla quinacrina
de 2 mm.

2.2.1. Secreción inducida por trombina

La adición de quinacrina (2 mM)al medio extracelular 2 mm antes de la estimulación
de las plaquetascon trombina <213/mi), inhibe en casi un 70% la secreciónde serotonina
inducida por esteagonista(Graf. 12).

2.2.2. Secreción inducida por ianóforo A23 187

La quinacrina (2 miM) posee también un efecto inhibitorio sobre la secreción inducida
por ionóforo A23187(1O¡LM), si bienel gradodeinhibición esmenorqueel ejercidosobre
la secreciónen respuestaatrombina(no llegaa superarel 50%) (Graf.12)
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Oaf.12fl’BCTO DE LA QUINAmNA
S~B LA SECRECION INDUCIDA POR
DIVERSOS AGONIXFAS: TROMBINA
<ZU/nd), fl4O«)RO Afl 137 <topil),
FLUORURO SODICO (3OnsM) Y
OWACBTILOIJCStOL <I*M). (Todas las
reaccione, frenadas a los 2 mlii post-
estimulación. Las preincubaciones con
quinacrina (ZniM) fueron siempre de 2 n,in.

Media ±SDde un mínimo de 3 experimentos
realizadosenpresenciadecalciolmM. El 100%
de secreción corresponde en cada caso a la
n,ixima inducida por cada agonista en ausencia
de quinacrina)

2.2.3. Secreción inducido por Fluoruro sódico

La presenciadequinacrina<2 mM) en el mediode incubación,produceunainhibición
del 70% sobrela secreciónde serotoninaestimuladapor el NaF (30 mM), siendopor tanto
la secrecióninducidaporesteagonistala mássensibleala acciónde la quinacrina(Graf.12).

2.2.4. Secreción inducida por 1,2-Qloacetilglicerol (OAG)

Al contrariodelo observadoparael restodelosagonistas,laquinacrina.(2 mM) posee
un efectopotenciadorsobrela secrecióninducidapor el OAG (2OpM), incrementandoen
aproximadamenteun 85% la secreciónen respuestaa esteagonista(Graf.12).

2.3. Efectode la Indornetacinasobrela secreciónplaquetaria inducidapor distintos
agonistas

La indometacinaesun conocidoinhibidordelmetabolismodel dcido aroquidónico
por lo vía ciclooxigenoso, por bloquear esta actividadenzimática(443).

Todaslas reaccionesquesedescribena continuaciónsellevarona caboen presencia
de calcio (1 mM), realizándosepreincubacionesde 2 mm con indometacinaantesde la
adición de los distintosagonistas.

2.3.1. Secreción inducido por trombina

Laadición de indometacina(100pM),ocasionaunainhibición de casiun 60% sobre
la secreciónplaquetariainducidapor trombina(2U/ml) (Graf.13).
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GraL U.flCTO DE LA INDOMETACINA
SOBRE LA SBCDZCK)I< INDUCIDA Nt
DIVERSOS AGONLITAS: TROMBINA
(ZUhnO. n<omto A23187 (I~M) y
FWORIJRO SONCO (30.4.1) (rodas las
reacciones frenadas a los 2 mio post.
estimulación. Las preincubaciones con
indomdacina(100pM) fueron siemprede 2min.
Media ±51)de 3 experimentos realizados en
presenciade calcio lmM. El 100% de secreción
correspondeen cada casoa la máxima inducida
por esó.sgonistaes’ausetci.de indontetacina)

2.3.2. Secreción inducida

3

2

por ionóforo A23 187

La indometacina (100pM) inhibe en aproximadamente un 50% la secreción inducida
por ionóforo A23187 (10pM); este porcentaje de inhibición es prácticamente idéntico al
ocasionadoporla quinacrinasobrela secreciónestimuladaporestemismoagonista(Graf.13).

2.3.3. Secreción inducida por Fluoruro sódico (NaF)

La presenciade indometacina(100pM) en el medio de incubación induce una

inhibición del 60% sobrela secreciónde serotoninaactivadaporel NaF (30mM) (Graf.13).

3. METABOLISMO DE POLIFOSFOINOSITIDOSEN PLAQUETASCANINAS

Conobjetodeestablecerlaposibleparticipacióndela hidrólisisdepolifosfoinosítidos
y delos metabalitosderivadosdeestaúltimaen los fenómenosde secreciónen plaquetasde
perro, se realizaronuna serie de experimentospara determinarel grado de hidrólisis de
polifosfoinositidos y los niveles de 1 ,2-Diacilglicerol e Inositol(1,4,5)P, generadosen
plaquetasactivadaspor trombina.

3.1. Hidrólisis dePtdlns(4,5)P1y Ptdlns(4)Pen plaquetasactivadaspor trombina

Las plaquetas aisladas en tampón Tris-citrato-bicarbonato (conteniendo BSAal 0.1%)
y marcadascon

tt-ácido araquidónicofueron estimuladascon 2U/ml de trombina; las
reaccionesfueronfrenadasadistintostiempos,extrayéndosey separándoseseguidamentelos
lípidoscomosedescribeen el capítulode Materialesy Métodos.
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El marcaje en Ptdlns(4,5)P2 experimenta un marcado descenso (25%) 15 sg despues
de la adición de trombina que se mantendrá durante 45 sg más, restableciéndose los niveles
basales al cabo de 2 mm (GraL 14).

De forma paralelaa la
disminuciónenPtdlns(4,5)P2,se
produce un incremento de
marcaje en Ptdlns(4)P, que
luego desciende nuevamente
basta recuperar prácticamente
los nivelesbasalestranscurridos
2 mm tras el contacto con el
agonista.

Oraf.14.flCrO DBLA TROMBINA SOBRE
EL MErABOLLIMO PLAQUErÁRIO DE
R)SR)INOSITIDOB <redaslas estimulaciones
se realizaron con 2U/ml de twmbina en
presencia de calcio ¡mM. Media ±St>de 3
experimentos.El 100% de marcaje corresponde
al contenido en plaquetasno-estimuladas)
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3.1. 1. Efecto de la quinacrina sobre la hidrólisis de polifosfoinos itidos

Laquinacrinaseutiliza comunmentecomoinhibidordela actividadfosfolipasa-A2;sin
embargo,con objeto de estudiarotrosposiblesefectoseste agentesobrelas distintasvías
deactivaciónplaquetaria,seestudiaronsusaccionessobrela hidrólisisdepolifosfoinositidos.

3.1- 1.1. Hidrólisis de polifosfoinositidos inducidapor trombina

La adición de quinacrina (2 mM) al medio de incubación 2 mm antes de la
estimulacióncontrombina(2U/ml) inhibela hidrólisisdepolifosfonositidos inducidapor este
agonista,como demuestranlos incrementosde los nivelesde todos los lípidos de inositol
medidosal cabode 1 mm postestimulación<Tabla2).

3.1.1.2.Hidrólisis depolifosfoinosítidosinducidapor ionóforocálcicoA23187

Al igual queen el casode la trombina,la quinacrina(2 mM) bloqueael ataquedelos
polifosfoinos<tidos porla fosfolipasa-Cen respuestaa la estimulaciónconionóforo A23187
(10pM); el marcaje en fosfoinosítidosal cabo de 1 mm tras la adición del A23187
experimentaun considerableaumentoen presenciade quinacrina,comoaparecereflejadoen
la tabla2.
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3.1.1.3. Hidrólisis de polifosfoinosítidos inducida por Fluoruro sódico (NaF)

La quinacrina (2 mM) también inhibe la degradación de los polifosfoinosítidos
inducidapor el NaF(3OmM),cornoindicanlos resultadosexpuestosen la tabla2.

TABLA.2. SlECfO DE LA QUINACRINA SOBRE LA HIDROLISIS
POLIFOSFOINOS1TIDOSINDUCIDA PORDISTINTOS AGONISTAS
(Todas las reaccionesfueron frenadasa los 1 min post-estimulación;Media±SD
Experimentos)

BASAL
+Quin

TROMBINA
+Quin

A23187
“+Quin

NaF
+ Quia

flEddpmz)

525±12
642±45

389±19
577±6

552±64
760+61

413±21
801 ±83

DE

de 3

PL(dpmal

536±7
1427±11

857±68
1605±18

758+12
2104+168

704±7
1623±99

7024±186
7394±206

5478±152
6602+351

5408±223
6322±264

5338±140
7164±382

3.2.ProducciÓn de 1,2-Diacilglicerolen plaquetasactivadaspor trombina

fueron

en
es

Lasplaquetasaisladasy marcadascon 3H-Gliceroly/o 3H- ó “C-ácidoaraquidónico,
estimuladas con trombina en presencia y ausencia de calcio.
La formación de 1 ,2-DAG _________________________________________

respuesta a la trombina (213/mí)
transitoria: comienza a ser

detectablea los5 sg tras la. adición
del agonistay alcanzasusvalores
máximos a los 15 sg, retomando
de nuevoa losnivelesbasalesalos
30 sg (Graf.15). El l,2-DAG
generadoen plaquetas activadas
por trombina llega a duplicar los
niveles basales existentes en
plaquetasen reposo.

GraL I5.EFECrO DE LA TROMBINA SOE LA
FORMACION DE I,2-DIIACILOLICEROL Y 1,2-
MONOACILOLICflOL (rodas las estimulaciones
serealizaron con20/ml de trombina en presenci.de
calcio lmM. Media ±~Dde 3 expeijinentos)
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La producción de 1,2-DAG en plaquetas estimuladas con trombina no depende del
calcio extracelular,ya queseproduceen igual medidatantoen ausenciacomaen presencia
(lmM) de calcio en el medio de incubación.

3.2.1. Producción de 1 ,2-Monoacilglicerol (1,2-MAGj en plaquetasesfimulodos
por trombina

Con el fin de determinar una posible actividad enzimática tipo diglicérido-lipasa, se
midieronlos nivelesde 1,2-MAO generadosen plaquetasactivadaspor trombina(2U/ml).

Nuestros resultados indican que el 1,2-MAO plaquetario no expenmenta
modificaciones durante la estimulación con trombina, manteniéndose niveles idénticos a los
basales durante los 5-120 sg posteriores a la adición del agonista (Graf 15).

3.3. Producción de Inositoles-fosfluto en plaquetas estimuladas por trombina

Las incubaciones de las plaquetas con ‘H-mio-inositol (3OpCifml) se realizaron
inicialmente en tampón-tris-citrato-bicarbonato (con BSAal 0.1%), durante 180 mm.

Despues de la incubación, las plaquetas (4 x l0~ plaquetas/mi) fueron lavadas y
estimuladas con trombina (2U/ml), frenándose las reacciones con ácido tricloroacético y
extrayéndose los inositoles-fosfato de acuerdo al procedimiento descrito en Materiales y
Métodos.

Antes de comenzar la extracción de inositoles-fosfato, se tomaron alícuotas (bOj’1)
de cada muestra para contaje de radiactividad con objeto de determinar el nivel de
incorporación del isótopo. El escaso número de dpms medidas en las alícuotas tornadas antes
de la extracción (una media de 2100 dprns/4 x 1(9 plaquetas), así corno en las distintas
fracciones recogidas tras la elución de las muestras por columnas de intercambio aniónico
(máximo 180 dpnisl4 x l0~ plaquetas en la fracción correspondiente a los
(llicerofosfatidiinositoles, o un total de 800-900 dpms 14 x 1(9 plaquetas cuando se recogían
todas las fracciones conjuntamente>, puso en evidencia que la capacidad de incorporación de
mio-inositol por las plaquetas caninas es muy reducida.

Por otra parte, pudimos comprobar que la radiactividad presente en el sobrenadante
resultante de la centrifugación de las plaquetas tras la incubación con 3H-mio-inositol, era
muy elevada en proporción a la contenida en la suspensión de plaquetas lavadas, lo cual
confirmaba la escasa incorporación del isótopo por estas células.

Conel fin de incrementar dicha incorporación, se introdujeron diversas modificaciones
en los métodos empleados: en primer lugar, se realizaron cambios en la composición del
medio de incubación (aumentando o reduciendo el contenido de BSA, eliminando la glucosa
del medio durante todo o parte del período de incubación, o utilizando PRPen sustitución
de los medios artificiales), modificándose también la duración de los períodos de incubación
(que oscilaron entre 60 a 210 min). Asimismo, se emplearon concentraciones superiores de
3H-mio-inositol (alcanzándose concentraciones de hasta 75pCi/ml), aumentándose también
de forma paralelael númerodeplaquetas/plhastaconcentracionesde 10 x 1(9/ml.

Sin embargo,a pesarde las variacionesintroducidas,la incorporaciónde 3H-mio-
inositol por lasplaquetascaninassiguió siendoinsuficienteparapermitir el estudiode los
inositoles-fosfatoenestascélulas.
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4. PRODUCCION DE ACIDO FOSPATIDICO EN PLAQUETAS

ESTIMULADAS POR DISTINTOS AGONISTAS

4.1. ProducciÓn de Ptcl-OH en plaquetasactivadaspor trombina

4.1.2. Plaquetas intactas

Los niveles intraplaquetarios de Ptd-OH aumentan significativamente tras la
estimulación con concentraciones de trombina iguales o superiores a 0.1 U/ml (Graf. 16). El
incremento de Ptd-OH en respuesta a la activación por trombina (2U/n$, empieza a ser
detectable al cabo de 5-15 sg tras la adición del estímulo, alcanzando los valores máximos
(más de ocho veces superiores a los _______________________________________

basales) a los 2 mm; a tiempos más
largos se observa un descenso
progresivo, hasta retornar
definitivamente al nivel basal de
plaquetas en reposo al cabo de 10 mm
post-estimulación (Graf. 17).

Gr.f.16.EFBCTO DE DISTINTAS
CO.. Z.BU DE TROMBINA SOBRE lA
FORMACION DE ACtO RISPATIDICO (rodas las
reaccionesscrealizaron en presenciade calcio 1aM y
fueron frenadas a los 2 mi» pos-estimulación.Medía
±5Dde 3 Experimento.)

_______________________________________ La formación de Ptd—OH
inducidaporla trombinano está
influenciada por la
concentración extracelular de
calcio, ya que se produce de
maneraprácticamenteidéntica
tanto en ausencia como en
presencia de calcio (¡mM) en el
medio de incubación (Graf. 17).

Graf.17.EPBCTO DEL CALCIO
mBACSXIARSOUEIAR)RMACION
DE AOVO RISPATIDICO INDUCIDA POR

TROMBINA (Las estimulaciones fiaron
realizadascon 2UlmI de trombina en ausencia6
eapresenciadecalcio [mM. Mcdi. ±Snde 5
experimentos)
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4.1.3. Plaquetas permeabilizadas

La formacióndePuf-OH inducidapor trombina(2U/ml) enplaquetaspermeabiizadas
con saponina (lSpg/2 x 10~ plaquetas) y en presencia de calcio 0. 1pM, es muy similar a la
producida por este mismo agonista en plaquetas intactas (rabIa 3).

4.2. PmduccióndePtd-OH en plaquetasactivadasporionóforoA23187

4.2.1. Plaquetas intactas

La estimulacióndelasplaquetascaninasintactasconionóforocálcicoA23187 (10pM)
también induce la formación de Ptd-OH, si bien los niveles de Ptd-OH producidosen
respuestaa esteagonistasonmuy inferioresalosgeneradospor la trombina,sin llegarnunca
a sobrepasarel triple de los nivelesbasales(Graf.18). El mecanismode produccióndePtd-
OH activadopor el A23187 sí _________________________________________
es dependiente del calcio
extracelular, disminuyendo
drásticamentesu formación en
ausencia de este catión
(Gral’. 18).

Gnf.ILEFECrO DEL flNO4~OtO A23It?
SOBRE LA FORMACION DE ACIDO
FOSPATIDICO ((Las estimulaciones file ron
realizadas con ionófóro A23187 lO¡LM en
ausencia6 en presenciade calcio 1n~M. Media

±512de 5 experimentos)

42.2. Plaquetas O

permeabifizodas
Los niveles de Ptd-OH ¡ TIEMPO (minI

formados en respuesta al ¡
A23187 en plaquetas
permeabilizadascon saponina(lSgg/2 x lO~ plaquetas),son muy superioresa las inducidos
por esteagonistaenplaquetasintactasiJasplaquetaspermeabilizadasestimuladasporA23187
(10pM) en presenciade calcio 0.1 pM, producennivelesde Ptd-OHcasi4 vecessuperiores
a los generadospor lasplaquetasintactas,llegandoinclusoa superara los valoresmáximos
de Ptd-OH formadosdurantela activaciónpor trombina(21J/ml) (Tabla3).

TABLA.3. FORMACION DE Ptd-OH INDUCIDA POR TROMBINA O LONOFORO
A23187 EN PLAQUETAS INTA~AS Y PERMEABIUZADAS (Media+SD de 3
Experimentos)

PLTJNTACTAS PLT.PERMEABILIZADAS
BASAL 356±58dpms 761+60dpms

TROMBINA (2U/ml) 2.890+198 dpms 3.046±212dpms

A23187(10pM) 1.012±179 dpms 4.268±399dpms
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‘ti. ProduccióndeNl-OH ci plaquetasactivadaspor fluoruro sódico (NaF)

El NaF (30 mM) también induce la síntesis de Ptd-OH en plaquetas, llegando a
producirse niveles de Ptd-OH más de tres veces superiores a los basales al cabo de 2 miii de
la adicióndeesteagonista(Graf.19).

Grd.19.FORMACION DR ÁCIDO
~FATID1CO INDUCIDA POR DIVERSOS

_________________________________________________AGONISTAS: TROMBINA <ZUImnI).
IOftOIVRO A~IS1 (10pM). FLUORURO
SONCO(3&¡k) Y OWACKFILGLICEROL
(20pM). «odaslasreaccionesfueron realizadas

¡ en presencia de calcio lmM yfrensdasa los 2
miii post-estinwlacido. Media ±51)de un
mínimo de 3 experimentos. El 100% de
formación de ácido fosfatídico corresponde al
contenido en plaquetasno-estimulada)

4.4. ProduccióndePtd-OH en plaquetasactivadaspor 1,2-Oloecetilglicerol(OAG)

La estimulación de las plaquetas con OAG (2OpM) no induce incrementos
significativos de los niveles de Puf-OH, manteniéndose aún los valores basales 2 miii despues
de la estimulación (Graf. 19).

4.5. Efecto de la Neomicina solre la formación de Ptd-OH inducida por distintas
agonistas

Conobjetode comprobarsi el Ptd-OHformadoenplaquetascaninasactivadasderiva
(por acción de ima DAG-quinasa) del I,2-DAG generado por la hidrólisis de
polifosfoinosítidos, se realizaron una serie de experimentos en presencia de neomicina
(conocido inhibidor del ataque de los polifosfoinosítidos por la fosfolipasa-C) para establecer
los posibles efectos de este antibiótico sobre la producción de Puf-OH en respuesta a diversos
agonistas. Las preincubaciones con neomicina fueron siempre de 2 mm.

4.5.1. Estimulación con trombina

La adición de neomicina (5 mM)al medio extracelular 2 mm antes de la estimulación,
produce una drástica inhibición de la formación de Puf-OH en respuesta a la trombina
(2U/ml). La reducción de los niveles de Pal-OH ocasionada por la neomicina llega a ser del
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75% (Graf.20).

G~.faOr DE LA
NEOMICINA SOBRE LA
FORMACION DR AOVO
POSFATIDICO INDUCIDA
POR DIVERSOS
AGONETAS: TROMBINA
(2u1r4,xoNor’otoAnIn
(lOgM) Y FLUORURO
SODICO QOmM) «odas las
reacciones fueron frenadas a
los 2 mi» pot-.stimulsción y
realizadas en presencia de
calcio 1 mM. Las
preincubacionescon»eonucina
(5znM) fi.eron siempre de 2
mi». Media ±SD de un
mínimo de 3 experimentos.El
[00% de formación de ácido
fosfatídico corresponde al
genetado en ausenola de
neomicina)

4.5.2. Estimulación con ¡onóforo A23 187

La neomicina(5 mM) no afectaa la producciónde Puf-OH en plaquetasestimuladas
con A23 187 (10pM), siendo los niveles de Puf-OH prácticamente idénticos a los formados
en ausenciadel inhibidor (Graf.20).

4.5.3. Estimulación con Fluorurosódico (NaF)

La preincubacióndelasplaquetasconneomicina(5mM)potenciaenaproximadamente

un 10% la producciónde Ptd-OH en respuestaal NaF (30 mM) (Graf.20).
4.6. Efecto de la Quinacrina sobre la producción dePtd-OH inducida por distintos

agonistas

Con el fin de esclarecer los efectos de la quinacrina sobre la activación plaquetaria,
sedeterminaronlos nivelesde Puf-OH generadosen plaquetaspreincubadascon quinacrina
durante 2 mm y posteriormente estimuladas con diversos agonistas.

4.6.1. Esfimuloción con trombina

La quinacrina(2 mM) induceunareducciónde casi un 50% en los nivelesde Pu]-

OH producidosen respuestaa trombina(2U/ml) (Graf.21).

4.6.2. EstWnulación con ionóforo A23 187

El tratamientode las plaquetas con quinacrina (2mM) inhibe en un 40% la formación
de Puf-OH inducidapor el ionóforoA23187(Graf.21).
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4.6.3. Estimulación con Fluoruro sódico (NoF)

La quinacrina(2miM)
OH estimuladapor el NaF

también poseeun efectoinhibitorio sobrela produccióndePtd-
(3OmM), si bien en este caso la inhibición es másdiscreta

(aproximadamenteun 20%) que la
¡ ejercidasobreel restodelos agonistas

empleados(GraL21).

Graf.2i .N’ECTO DE LA QUINMXINA SSELA
RUMACIONDBACIDONJSFATIDrO INDUCIDA
POR DIVERSOS ADONBrAS: TROMBINA (ZUÑid>,
JONOflO A23137 (1~M>Y FLUORURO 8000>
(30a*O «odas las reacciones fueron realizadas ca
presenciade c.lcic. IniM y frenadas leal aún pot-
estimulación. Laspreineubacionesconquinaorina (lmM)
fueron siempre de 2 it. Media ±SD de 3
experimentos. El 100% de formación de ácido
fosfatídico corresponde al generado en ausencia de
quinactina

5. FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA PLAQUETARIOS

Con el fin de determinarla posibleparticipaciónde los principalesfosfolfpidosde
membranaen los fenómenosde activación plaquetariapor actuarcomofuentede segundos
mensajeros(1,2-DAO) u otros lípidos implicados en distintasrutasde activación (ácido
araquidónicoy/o Ptd-OH), se realizaronexperimentosen plaquetasmarcadascon distintos
isótopospara medir los cambiosproducidosen los fosfolípidos tras la estimulacióncon
distintosagonistas.

5.1.Fosfolipidosa’ plaquetasa> reposo

La distribución del marcaje (en dpms/4 x 10’ plaquetas, media±SDde 3
experimentos)entrelosprincipalesfosfolípidosenplaquetasno-estimuladastraslaincubación
con ‘4C-20:4 (0.5 ~iCi/4x 10’ plaquetas)y/o ‘HI-Glicerol (3 ¡sCi/4 x 10’ plaquetas),esla
siguiente(Tabla4; datoscorrespondientesa un experimentorepresentativo.):

‘t-20:4
(dpms)

LV
108.377
±2.400

PB
53.701
±765

PS
8.447
±475

PI
13.372
±1.112

PA
356
±58

% del total
3H-Glicerol

(dpms)

% del total

58.7±1.3 29±0.4
66.978

±1.215

58±1

37.064

±789

32+0.7

4.6±0.25 7.2±0.6

3.736

±172

3.2±0.2

7.066

±879

6.1±0.8

o

a e
2
O

2 au
2u
O
u.
* BASAL VR AflIB7 tsr

0.2±0.1
298

±14

0.2±0.1
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5.2. Fosfolípidosa’ plaquetasestimuladas

Paraestudiarel metabolismode los principalesfosfolípidosde membranadurantela
activaciónplaquetaria,sellevarona cabounaseriede experimentosen plaquetasmarcadas
con ‘11-Glicerol y ‘H- 6 “(2-ácido araquidónico,comparándoselos descensos/aumentosde
marcajeexperimentadospor los fosfolípidasen respuestaadiversosagonistas.

5.2.1. Plaquetas estimuladas por trombina

a) Marcajeen “C- ó ‘11-20:4

La activacióncontrombinaocasionaunadisminucióndel marcajeen Fosfatidilinositol
(Pl) y Fosfatidilcolina (PC), sin modificarse prácticamenteel correspondientea
Fosfatidilserina(PS) y Fosfatidiletanolamina(PE) <Graf.22y Tabla.5).

El fosfolipido que experimentala mayor pérdidade 20:4 trasla estimulacióncon
trombina, es el PI, el cual
manifiesta una reducción
significativa del contenido de
20:4 a los 15-3Osg post-
estimulación, llegando a
disminuir el marcaje hastaun
22% al cabode 2 mm.

<Jrsf.22.MOVILlZACION DE 20:4APARTIR
DE LOS PRINCU>AIAS H]SR>LIPIDOS DE
MEMBRANA EN PLAQUETAS
ESTIMULADAS POR TROMBINA <ZUImnl)
(rojas lasreacciones— realizaron en presencia
de calcio lmM. Media ±5»deSexperimento..
El 100% de contenido en 20:4 corresponde al
existenteen plaquetasno.estimuladas)

También seobservauna
reducción considerable del
marcajeenPC<hastaun 7%), si bienéstaseproducemástardíamentequela experimentada
por el PI, yaqueno empiezaa serevidentehastatranscurrido1 mm post-estimulación.

Por el contrario,el contenidode20:4 enPS y PBpermaneceprácticamenteinalterado
tras la activaciónde las plaquetascon trombina.

b) Marcajeen ‘H-Glicerol

El marcajeen ‘11-glicerol de losprincipalesfosfolípidosde membrana(PC,PSy PE)
no manifiestamodificaciónalgunatras la activaciónde lasplaquetascon trombina(2UIml),
mientrasqueel correspondienteal Ptdlnsdesciendeconsiderablementeal cabode 15-3Osgde
la adición del agonista(Graf,23y Tabla.5).
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Gnf.ZtflCrO DELA TROMBINA SOBRE
aamTmIIDO m< 3H4UCEROL DELOS

FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA
FtAQuxrAaIOS (Todas lasestimulacionesse
realizaron con hl/ml de trombina en presencia
de calcio ¡mM. Medía ±SDde3 experimentos.
El [00% de contenido ea

3R-glicerol
corresponde al existente en plaquetas no-
estimuladas)

5.2.2. Plaquetas estimuladas por ¡omSforo A23 187

a) Marcajeen “(2- ó 3H-20:4

La reducción del contenidode 20:4 inducida por el A23187 en los fosfolípidos
plaquetariosescuantitativamentemássignificativaque la originadapor la trombina.

Al cabode 2 mm de la estimulacióncon A23187, seproduceunadisminución del
23% del marcajeen PI, del 10% en PC, y del 8% en PB, mantenlendoseel marcajeen PS
prácticamenteidénticoal correspondientea plaquetasen reposo(Tabla5).

b) Marcajeen 3H-Glicerol

El único fosfol Ipido queno experimentaunareducciónsignificativa del marcajeen
‘H-Glicerol trasla estimulacióncon ionóforo A23187(lOgM), es la PS.

El restode los fosfol ipidos estudiadospresentanpérdidasde marcajeconsiderables
al cabode2 mm trasla adicióndel A23 187: PCpierdeaproximadamenteun 6% de las dpms
que conteníaantesde la estimulación,PB un 10%, y PI llega a perderhastaun 22% del
marcajeinicial (Tabla5).

5.2.3. Plaquetas estimuladas con NaF

a) Marcajeen “O- ó ‘H-20:4

Laactivaciónde lasplaquetasconNaF(30mM) solamenteproduceunadisminución
del marcajeen PI, que llega a perderhastaun 24% de lasdpms quepresentaen célulasen
reposo.

Sin embargo,los otros fosfolípidos (PC, PB, y PS) no sufrencambiosimportantes,
aunquecabedestacarun muy ligero aumentodelmarcajeen PSalos2aúnpost-estimulación
(Tabla5).
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b) Marcajeen ‘11-Glicerol

Losresultadosconplaquetasmarcadascon‘H-Glicerol sonperfectamenteequivalentes
a los obtenidoscon “CD- y/o ~H-20:4.El NaF (30 mM) ocasionaun marcadodescensodel
marcaje en PI (hasta un 22%), permaneciendoel resto de los fosfolfpidos en niveles
prácticamenteidénticosa los valoresbasales,observándosesi acasoun discretoincremento
del marcajeen PS (Tabla5).

5.3. Efecto de la quinacrinasobreel metabolismodelos fosfolípidosen plaquetas
activadaspor dislintos agonistas

Conobjetode determinarla posibleexistenciade unaactividadtipo fosfolipasa-A,en
plaquetascaninas,se llevarona caboexperimentoscon plaquetasmarcadascon ‘~C-20:4 y
preincubadasdurante2 mm conquinacrina(inhibidor dedichaactividadenzimática)antesde
suestimulaciónpor diversosagonistas.

5.3.1. Plaquetas estimuladas con trombina

La quinacrina(2 mM) inhibela pérdidade marcajeen “C-20:4 experimentadapor los
principalesfosfolípidosde membranatras la activacióncon trombina(2U/ml).

En plaquetastratadascon quinacrinay posteriormenteestimuladascon trombina, el
marcajeenPCal cabode 2 mm post-estimulaciónesprácticamenteidénticoal quepresentan
las plaquetasen reposo(mientrasqueen ausenciadequinacrinadichomarcajeexperimentaba
un descensodel 6%).

La quinacrinatambiéninhibe la pérdidade “(2-20:4 a partir de PI: en ausenciade
quinacúna,la trombinainduceunadisminución de un 22% del contenidoen 20:4 de este
fosfol ipido, peroen presenciade quinacrina<2 mM) los nivelesde 20:4 existentesen PI son
casiequivalentesa los medidosen plaquetasno-estimuladas(Tabla5).

5.3.2. Plaquetas estimuladas con ¡omSforo A23 187

Laquinacrina(2mM) induceaumentosdel marcajeenPC, PEy PI trasla estimulación
con A23187(10~M): en ausenciade quinacrina,el A23187ocasionapérdidasdel22% del
marcajeen20:4contenidoenPI, mientrasqueen presenciadequinacrinadichomarcajesólo
disminuye en un 10%. El marcajeen PC y PE en plaquetastratadascon quinacúnaes
superioren un 2% y en un 4% respectivamenteal medido en ausenciade quinacrinatrasla
estimulacióncon A23187(Tabla5).

5.3.3. Plaquetas estimuladas con Fluoruro sádico (NaF)

La quinacrina ejerce efectos contrapuestossobre los fosfolípidos en plaquetas
activadaspor NaiF (30 mM).

La preincubacióncon quinacrina(2 mM) reduceconsiderablementela pérdidade
marcajeen20:4a partir dePI: en ausenciade quinacrinael marcajeen PI al cabode 2 mm
tras la estimulaciónconNaF esun 24% másbajoqueel contenidoen plaquetasen reposo,
mientrasque en presenciade quinacrinadicho marcajeesprácticamenteidénticoal valor
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basal (Tabla5).

Por el contrario, la quinacrina poseeun efecto totalmente opuesto sobre el 20:4
contenido en PC y PE, ya que sorprendentemente,el marcaje presenteen estos dos
fosfol ipidos tras la activación con NaF, es inferior en presenciade quinacrinaqueen su
ausencia(en ausenciade quinacrinael NaF prácticamenteno inducemodificacionesen PC
ni en PB, mientrasqueen plaquetastratadascon esteinhibidor seproducenreduccionesen
el marcaje del 1196 y del 8% respectivamente) (Tabla 5).

TAiBLA.5. MARCAJEENFOSFOLIPIDOS ENPLAQUETASESTIMULADASPOR
DIVERSOS AGONISTAS Y EPEC~O DE LA QUINACRINA SOBRE LA
MOVILIZACION DE 20:4 (Todas las reacciones frenadas a los 2 mm post-estimulación,
Media±SDde 5 Experimentos)

TROMBINA
“C-20:4
(-Quinacrina)

LV

9396±2

PE PS

99% + 3 10096±3

a
78%±2

‘4C-20:4
(+Quinacrina2mM)

99%±0.S

3H-Glicerol

A23187
‘4C-20:4
(-Quinacrina)

‘4C-20:4
(+Quinacrina2mM)

3H-Glicerol

99%±3

9096±1

9396+2

9496±2

92% + 2

96% + 3

90% + 2

101% ±3 8496±4

9896±3 77%±3

101% ±3 9096±4

99%±3 7896±2

NaF
“C-20:4
(-Quinacrina)

‘4C-20:4
(+Quinacrina2mM)

3H-Glicerol

8996±1

99%±5

9296±2

101% + 2

102% ±3

10696±5

102% ±5

7896±2

(El 100% de marc~ecorrespondeal valor basal)

RESULTADOS

9796±2 103% ±4 9496±5

9996±2 103% ±2 105% ±3 7696±2
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5.4. Efecto de la Neomicinasobreel metabolismode los fosfolípidosen plaquetas
activadaspor NaF

La presenciade neomicina(5 mM) en el medio de incubación,inducereducciones
significativasdel marcajeen “(2-20:4 y ‘11-Glicerol contenidoenPCtrasla estimulaciónde
las plaquetascon NaF (30 mM) (Media ±SDde 2 Experimentos;el 100% de marcaje
correspondeal valor basal):

NaE NaF + Neomie¡p~

‘t-20:4 99% ±2 91% ±3

3H-Gliccrol 99%±5 9396±2

6. MOVILIZACION Y METABOLISMO DE ÁCIDO ARAQUIDONICO

Con el fin de estudiarlas vías de liberación de 20:4 y la participaciónde sus
principalesmetabolitosoxigenadosactivosen la secreciónplaquetaria,seefectuarondistintos
experimentosparaestablecerel gradode movilizacióny posteriormetabolismode 20:4 en
plaquetasactivadaspor diversosagonistas.

6.1. Movilización deácidoaraquidónico(20:4)en plaquetasactivadas

Lasplaquetasaisladasy marcadascon‘H- ó ‘4C-20:4 fueronestimuladascon distintos
agonistasdurantedistintosperíodosdetiempo,deterniinándosefinalmentelosnivelesde20:4
liberadosen respuestaa la activación.

6.1.1. Estimulación con trombina

A los 15 sg tras la adición de la trombina(21.1/mí), seobservaun ligero incremento
de los nivelesplaquetariosde 20:4 libre, quesigueaumentandohastaalcanzarlos valores
máximos(3 vecessuperioresa los basales)a los 2 mm, descendiendoposteriormentepara
retomara los nivelesbasalesal cabode 10 mit> de la estimulación(Graf.24).

6.1.2. Estimulación con ¡omS foro cálcico A23 187

La liberación de 20:4 inducida por el A2318’7 es másrápida y marcadaque la
producidaen respuestaala trombina;al cabode 15 sg dela estimulación,los nivelesde20:4
libre lleganya a duplicara losbasales,superandoen másde un 30% a los generadospor la
trombinaa esemismotiempo.

Los valoresmáximosde20:4 liberadospor el ionóforo a los2 mm (casi5 veces
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superiores a los
basales), llegan a
duplicar los
correspondientes a
la trombina,
permaneciendo
elevadosporencima
de los niveles
basales incluso al
cabode 10 mit> tras
la adición del
estímulo (Graf.24).

Grsf.24JJBERACION DE
20t4 EN PLAQUETAS
ESTIMULADAS POR
TROMBINA O IONOFORO
AfllS7 «odasIii reacciones
se realizaron en presencia de
calcioImM. Media ±3»deS
exper4menlos)

6.1.3. Estimulación con Fluoruro sádico (NaF)

La activación de lasplaquetascon NaF (3OmM) induceun aumentode los niveles
intracelularesde20:4 libre, queal cabode2 mm trasla adicióndel agonistallegana superar
en un 66% a los valoresbasales(Tabla6).

TABLA.6. MOVILIZACION DE 20:4 INDUCIDA PORNaF
(Todaslas reaccionesfrenadasalos 2 mm post-estimulación;Media±SDde 3 Experimentos)

20:4 libre (dpms)
BASAL 3.246±269 (100% ±8)

NaF (3OmM) 5.388 ±551 (166% ±17)

6.1.4. Estimulación con Oloacetilglicerol <OAG>

La adición de OAG (20¡¿M) al mediode incubación tambiénproduceunadiscreta
movilizacióndel 20:4 plaquetario,elevándoselos nivelesde20:4 libreun 10% por encima
de los valoresbasalesa los 2 mm post-estimulación.

6.2. Metabolismode20:4 en plaquetasactivadas

Para estudiar la participación de los metabolitos oxigenadosdel 20:4 en los procesos
secretores,se procedió a la determinaciónde su formación en plaquetasactivadaspor
distintosagonistas.
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Paraello, las plaquetasmarcadascon ‘~C-20:4 eran estimuladasdurantedistintos
períodos de tiempo, determinándose los niveles de 12-RETE, HIHT y TxA, generados en
respuesta a trombina y ionóforo A23 187.

¿.2.1. Estimulación con trombina

Las plaquetascaninasrespondena la estimulaciónpor trombina (2U/ml) con la
formacióndecantidadessignificativasde 12-HETE,HHT y TxA2.

La síntesis de estos _________________________________________________
compuestosseproducedeforma
paralelaa la liberaciónde 20:4, ¡
siendo el TxA2 el primer
metabolito en alcanzar los
valoresmáximos(a los 30 sg
post-estimulación,mientrasque ~- M 14 T

el 12-HETEyelHiHTlohacen 2 -6—12-445 TE
apartir de los2 mit>) <Graf.25). a

O u tC

Gaf.25.FORM.ACKON DE MgrArxZroS
DE 20:4 EN PLAQUETAS IIMUL4DAS
POR.TROMBINA «odasla estimuLacionesse
realizaron con 2

11/mI de trombina en presencia
decaleio ImM.Media ±SDde3experimentos)

6.2.2. Estimulación con A23 187

La formación de 12-HETE, HHTy TxA
2 en respuesta al ionóforo A23 187, tiene lugar

de forma ligeramente más lenta que la inducida por la trombina, pero los niveles máximos
______________________________________________producidosson muy superiores

(másdel triple) a los generados
por este último agonista, y se
mantienenelevadosdurantemás
tiempo(Graf.26).

&tf.26.PORMACION fil MEIADOUrOB
DE 20:4 EN PLAQUETAS ESTIMULADAS
POR IONOPORO *131V «odas 1..
estimulaciones se realizaron con ion6foro
A23187 10pM en presencia de calcio lmM.
Media ±SDde 3 experimento.)
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6.3.Efectodelaneomicinasobrelalibenciónde20:4inducidapordistintosagonistas

Para establecerposiblesrelacionesentre las vías de liberación de 20:4activadaspor
los distintos estimulantes plaquetarios y la hidrólisis de polifosfoinositidos inducida por estos
mismos agonistas, se realizaron determinaciones de 20:4 en plaquetas tratadas durante 2 mm
con neomicina.

6.3.1. Plaquetas estimulados con trombina

Nuestrosresultadosponende manifiestoquela neomicina(SmM) no afectademanen
significativa a la liberación de 20:4 en plaquetas activadas por trombina (2U/ml),
registrándosedisminucionesdecomomáximoun 10% en los nivelesde20:4 libre (Graf.27).

6.3.2. Plaquetas estimuladas con ¡onóforo ¿423187

Los nivelesde 20:4 movilizadospor el A23187(l0~M) no seven afectadospor la

presenciade neomicina(5mM) en el medio de incubación(Ciraf.27).

0rL27.EPECI’O DE lA
NEOMICINA 501gB LA
MOVILIZACION DE 20:4

INDUCIDA PORDIvERSOS
A.aON1srAs: TROMBINA
(2V/mO. IoNOFORoA23 187
<1040 Y FLUORURO
SODICO 0OsnM) (Todas las
refcciones fueron ftenadas a
los 2 mm pott-estmtul.c~i&i y
realizadas en presencia de
calcio 1 mM. Las
preincubacionesconneomicina
(5niM) fueron sienwre de 2
mm. Media ±SD de 3
experimentos. El 100% de

liberación dc 20:4corresponde
al movilizado en ausenciade
neomicina)

¿.3.3. Plaquetas estimuladas con Fluoruro sódico (NaF>

La neomicina (SmM) potencia la liberación de 20:4 inducidapor el NaP (3OmM),
incrementandoen casiun 50% los nivelesplaquetariosde20:4 libre trasla estimulacióncon
esteagonista(Gral’. 27).

93

200

176

~ i50
126

o ~I *ecwdca4A

O srM
~ 75

w
m 50

-s 25
*

o
BASAL IR A23187 ,t

RESULTADOS



6.4. Efectode JaQuinacrinasobrela liberacióndc 20:4 inducidapordistintos
agonistas

Con objeto de evidenciar la existencia de una posible actividad fosfolipasa-A2
responsablede la liberaciónde20:4 a partirde los fosfolípidosdemembranaen plaquetas
caninas,se llevarona caboexperimentosparadeterminarel gradode movilizaciónde 20:4
en presenciadequinacrina(inhibidor dedchaactividadenzimática).

Laspreincubacionescon quinacrinafueronsiemprede 2 mm, frenándosetodaslas
reaccionesal cabode 2 mm tras la adición del estímulo.

6.4.1. Estimulación con trombina

La presenciade quinacrina(2 mM) en el medio
40% los niveles de 20:4 liberadosen respuestaa la
(Graf.28).
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extracelular,reduceen másde un
activación por trombina (2U/ml)

Ort2Sfl’ECIO DE LA
QUINACRINA SOBRE LA
MoVILrZACIoN DE 20:4
INDUCIDA PORDIVERSOS
ACIONISFAS: TROMBINA
(ZU/mI),IONOflOAISIS7
<lOghl) Y FLUORURO
SODICO <30í*I) (rodas las
reacciones fueron frenadas a
los 2 n,in post-estimulación y
realizadas en presencia de
calcio ¡mM. Las
preincubacionesconquinaerina
(2mM) fueron sienwre de 2
mm. Media ±51) de 3
expedmeatos. El 100% de
liberación de 20:4coresponde
al movilizado en ausencia de
quinacrina)

6.4.2. Estimulación con ¡onáforo ¿423187

La quinacrina(2 mM) inhibe en aproximadamenteun 30% la liberaciónde 20:4
inducidapor el ionóforocálcicoA23 187 (IOiiM) (Graf.28).

6.4.3. Estimulación con Fluoruro sádico (NoF)

La adición de quinacrina(2mM) al medio de incubación,inducesorprendentemente
un marcadoincrementode los nivelesde 20:4 liberadosen respuestaa la estimulacióncon
NaF (30 mM), llegandocasi a duplicarlos(Graf.28).
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7. EFECTO DE LA ALBUMINA DE SUERO BOVINO (BSA) SOBRE LA
ACTIVACION PLAQUETABIA

Las dificultadesque surgieron duranteel procesode aislamientoy lavado de las
plaquetascaninaspor sumarcadatendenciaa la agregaciónespontáneainclusoen presencia
de potentesagentesantiagregantescomo la PGI, (450 ng/ml de medio), nos llevarona la
búsquedade métodosalternativosqueevitaranla activaciónplaquetariaduranteestasfases
de losensayos.Conestefin, procedimosal estudiodelosefectosdela adiciónde BSA a los
tamponesde lavadoe incubación,obteniendolos resultadosquesedetallana continuación.

7.1. Efectodela BSA sobrela secreciónplaquetada

7.1.1. Secreción píaquetaria basal

LapresenciadeconcentracionesdeBSA superioresal 0.194 enel mediodeincubación
reducesignificativamentela secreciónbasalplaquetaria(Tabla7).

TABLA 7. EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE BSA SOBRE LA
SECRECION BASAL DE SEROTONINA (El 100% de secrecióncorrespondea la secreción
inducidapor trombinaa los 2 mm post-estimulaciónen presenciade BSA al 0.194 ; Media
+SD de 3 Experimentos)

BSA-O.1% »S&IX

%SECRECION 11%+2 1094+2 894+3 794+1 294±1

7.1.2. Secreción pía quetaria inducida por trombina

La adición de BSA al medio de incubaciónproduceuna marcadainhibición de la
secreciónde serotoninaen respuestaa la estimulaciónpor trombina (2UIml); el efecto
inhibitorio dela BSA esdosis-dependiente,apareciendoa concentracionesdeBSA superiores
al 0.1% (Ciraf.29). La presenciaen el medio de BSA en unaproporcióndel 3% inhibe la
secreciónen más de un 25%, llegando a ocasionaruna inhibición de casi el 100% a
concentracionesdel 594 (Graf.29).

7.1.3. Secreción píaquetaria inducida por ¡onóforo A23 187

7.1.3.1. Secreciónen presenciade Calcio (lmM)

La acción inhibitoria de la BSA sobrela secrecióninducida por A23187 es más
marcadaque la ejercidasobrela secreciónestimuladapor trombina.

Al igual que en el caso de la trombina, no se observa inhibición con las
concentracionesde BSA igualeso inferioresal 0.194, perolasconcentracionesdel 194, que

95RESULTADOS



inhibíanen un 25% la secreciónen respuestaa la trombina(2U/nil), bloqueancasi en un
100% la inducidapor el A23187(10pM). El efectoinhibitorio seguirásiendodel 100% con
las concentraciones
superiores de BSA ________________________________________________

(Graf.29 y Tabla8).

(haf.29.BFECIX) 1WLA ESASOBRE
LASEcREcION?LAQUHFARIADB
SEROTONINA INDUCIDA POR
TROMBINA QU/mO O JONOflO
A23187(Ub’M) (Todas las reacciones
fueron frenadas a los 2 crin posí~
estimulación y realizadasen presencia
de calcio [mM. Media ±Sfl de 3
experimentos. El 100% de secreción
corresponde a la inducida por cada
agonista a los 2 mm pon-estimulación
en ausenciade BSA)

7.1.3.2.Secreciónen ausenciade Calcio

El gradode inhibición ejercidopor la BSA sobrela secrecióninducidapor A23187
(10 gM), esprácticamenteidénticoen ausenciaqueen presenciade calcio (ImM).

En ausenciadecalcio, lasconcentracionesdeESA igualeso superioresal 1% inhiben
en aproximadamenteun 100% la secreciónde 5-HT en respuestaal ionóforo (Tabla8).

TABLA 8.EFECrO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE BSA SOBRE LA
SECRECION DE 5-HT INDUCIDA POR TONOFORO A23187 EN AUSENCIA Y EN
PRESENCIA DE CALCIO (lmM). (El 100% de secrecióncorrespondea la secreción
inducidaporA23187(10pM) alos2 mm post-estimulaciónen ausenciadeESA; Media ±SD
de 3 Experimentos)

fl — BS44~

%SECRECION 100±1 99+3 12+4 8±2 7±2
(- Ca2j

%SECRECION 100±3 100±1 13±2 6+2 6±3
(+ Ca2~ 1mM)
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z jooi
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O * •TROSt&

w
~- •A23187

O so
u’
u
* 25

o

(ASAI (16)

0 1 2 3 4 0
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7.2. Efectodcla MA sobrela formacióndePtd-OH

7.2.1. Plaquetas estimulados por trombina

Nuestrosresultadosdemuestranquela presenciadeconcentracionesdeBSA superiores
al 1% en el medioextracelular,induce unadrásticainhibición de la formaciónde Ptd-OH
en plaquetascaninasestimuladascontrombina(2UIrnl). Estainhibición seproducedemanera
dependientede la dosis, llegandolas concentracionesdel 5% a reducir los niveles de Ptd-
OH inclusopor debajode los contenidosen plaquetasno-estimuladas(Graf.30).

GrafJO.EPBCTO DE LA
BSA SOBRE LA
NIRMACION DE ACtO
FOSPATIDICO Y
UBERACION DE 20:4 EN
PLAQUETAS
ESTIMULADAS POR
TROMBINA <IUñDD (rodas

las reaccionesfueron frenadas
a los 2 mm post-estimulación
y realizadas en presencia de
calcio ¡mM. Media ±SDde3
experimentos)

7.2.2. Plaquetas estimuladas por ¡onóforo ¿423187

La BSA tambiéninhibe drásticamentela formación de Ptd-OH en respuestaa la
estimulaciónporA23187(lOgM); la adiciónde BSA al 3% al mediode incubación,reduce
encasiun 75% la produccióndePtd-OHen plaquetasactivadasporesteagonista(Tabla10).

7.3. Efectode JaMA sobreJaliberaciónde 20:4

7.3.1. Plaquetas estimuladas por trombina

La BSA inhibe la liberaciónde 20:4 en respuestaa la trombina(2U/ml) en un grado
similar al descritoparala formaciónde Ptd-OH.Dicha inhibición comienzaa sermanifiesta
a partir de concentracionesde BSA del 194, alcanzándoselos niveles máximosa dosisdel
5% (Graf.30).
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7.3.2. Plaquetas estimuladas por ionóforo ¿423187

La presencia de concentraciones de ESAdel 3% en el medio extracelular, induce una
reducciónde másdel 60% en los niveles de 20:4 liberadosen plaquetasestimuladaspor
lonóforo A23187 (1%M) (Tabla 10).

7.4. Efectode la BSA sobreel metabolismodc 20:4

7.4.1. Plaquetas estimuladas por trombina

La BSA inhibe de forma dependientede la dosis la formación de 12-flETE en
plaquetasestimuladaspor trombina(2U/ml); el efectoinhibitorio de la BSA empiezaa ser
evidentecon las concentracionessuperioresal 1 %, llegando a disminuir la producción de
12-HETEen másde un 70% en presenciade ESA al 5% (Tabla9).

TARLA.9 EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE BSA SOBRE LA
FORMACION DE 12-RETE INDUCIDA POR TROMBINA
(Todaslasreaccionesfrenadasa los2 mm post-estimulación;Media±SDde 3 Experimentos)

BSKQ~

DPMs 12-RETE
% Formación

390+45
10094+11

BSA-O.1% BS&13

415±38
106%+10

362+29
93%±7

163±31
4294±8

102±12
26%+3

7.4.2. Plaquetas estimuladas por ¡onó foro ¿423187

La síntesisde 12-RETEen plaquetasactivadascon ionóforo A23 187 esinhibidaen

casi un 80% por la presenciade BSA al 3% en el medio de incubación(Tabla10).

TABLA. 10. EFECTO DE LA BSASOBRELA FORMALCION DE Ptd-OH Y LIBERACION
Y METABOLISMO DE 20:4 INDUCIDAS PORIONOFORO A23 187 (Todaslasreacciones
frenadasa los 2 mm post-estimulación;Media +SD de 3 Experimentos)

+BSA 0.1% +BSA 3%

DPMS 20:4
(% Liberación)

DPMs 12-FlETE
(% Formación)

12.826j766
(100% ±6)

1.008+72
(100% ±7)

4.645±326
(36% ±2)

244+93
(24% ±9)

DPMs Ptd-OH
(% Formación)

1.012±179
(100±17)

279+65
(27±6)
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8. ULTRAESTRUCTURA DE LAS PLAQUETAS CANINAS

Las plaquetasfueron aisladasy procesadaspara su observaciónbajo microscopia
electrónicade transmisióncomosedescribeen el capitulode Materialesy Métodos.

Todas las estimulaciones se llevaron a cabo con trombina (2U/ml), frenándose las
reaccionesa distintos tiemposcon objetode estudiarlos cambiosmorfológicosprogresivos
queexperimentanlas plaquetasdurantesuactivación.

S.L. Plaquetas en reposo

Las fotos 1 y 2 correspondena suspensionesde plaquetascaninasen reposa,que
tambiénaparecenfotografiadasamayoresaumentosen las fotos 3 (corte transversal)y 4
(cortelongitudinal).

En ellassepuedeapreciarlacaracterísticaformadiscoidequepresentanlasplaquetas
no-estimuladas,mantenidafundamentalmentepor una red circunferencialde microtúbulos
(MT) existentesinmediatamentepor debajode la membranaplasmática(MP). Estaúltima
presentaunasuperficiemáso menosregulary homogéneaen las célulasen reposo.

Algunoselementosdel SistemaTubularDenso(DTS) consucontornotubulartípico,
aparecendispuestosen la periferia de la célula, frecuentementeasociadosa la banda
circunferencial de microtúbulos.

En las plaquetasen reposo, las múltiples organelasintracelularesse encuentran
distribuidasde forma heterogéneapor todo el citoplasma;en las fotografíasse pueden
apreciar los abundantes y relativamente voluminosos(300-500nm dediámetro)gránulos-a
(aG) así como los pequeños (200-250 nm) y escasos gránulos densos (DG) dispersos por la
matriz citosólica.

LoscanalesdelSistemaCanalicularAbierto(OCS)sedifundenportodoel citoplasma,
pudiéndoseobservaren algunospuntossusaberturasenla membranaplasmática(*), a través
de lascualesseráevacuadoel materialgranulardurantela reaccióndesecreción.

8.2. Plaquetasactivadas

La morfología plaquetariatras la activación difiere en gran medida de la que
presentanlascélulasen reposo.

* En lasprimerasfasesde la activación(2-5 sg tras la adición de la trombina,foto
5), la membranaplasmáticase torna irregular, emitiendo una serie de protusionesque
posteriormentedaránlugar a la formaciónde pseudópodos.

Al mismotiempo,seobservaunclarodesplazamientodelasorganelascitoplasniáticas
haciael centrode la célula.

99RESULTADOS



* Al cabode 5-7 sg trasla estimulacióncon trombina,todaslas organelasaexcepción
delasmitocondriassehansituadoya definitivamenteenel centrocelularcomoconsecuencia
de la contracciónde los microtúbulosperiféricos,formandounagran masaelectrodensaen
el centrode la plaqueta(Fotos6 y 7).

Por otraparte,la membranaplasmáticaemite largospseudópodosque facilitarán la
posterioragregacióncelular (Foto 8).

* A los 10-15 sgpost-estimulación,seapreciaya un gradoimportantede agregación
plaquetaria,aunqueprobablementetodavíaseráreversibleya quelasmayoríadelascélulas
aúnno hansecretadoel contenidode sus gránulos.Sin embargo,algunasde ellas sí han
liberadoya el materialgranularal medioextracelular,apareciendolosgránulosvacíoscomo
grandesvacuolaselectrolúcidas(Foto 9).

* Transcurridos2 mm trasla adiciónde la trombina, la agregaciónes ya completae
irreversible,observándoseabundantesvacuolasenel citoplasmaplaquetarioquecorresponden
a los gránuloscuyo contenidoha sido evacuadadurantela reaccióndesecreción(Foto 10).
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1.- EFECTO DE LA ALBLJMINA DE SUERO BOVINO SOBRE LA
ACTIVACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR TROMBINA Y
IONOFORO CALCICO A23187

Las plaquetasprocedentesde perras sanos fueron aisladaspor centrifugación
diferencial como se describe en el apartadode materiales y métodos, siguiendo un
procedimientoutilizadomuy frecuentementeparael aislamientodeplaquetasen otrasespecies
(209). Sin embargo,esinteresantemencionarla grandificultad queeste métodoplanteaen
la especiecaninapor la marcadatendenciaa la agregaciónespontáneaquepresentanestas
plaquetas.Conel fin de prevenirla formaciónde agregadosdurantelas fasesde aislamiento
y lavado en nuestroestudio, recurrimosa la adición de un conocido y potenteagente
antiagregantecomoesla prostacidlina(POI,) (211,401,402)al PRPy al tampónde trabajo,
a pesarde lo cual seguíapresentándoseun elevadoíndicede agregaciónespontánea.

Trabajos sobre liberación de plaquetaspor megacariocitasen perros (444) han
demostradoquela utilización de albúminade suerobovino (BSA) a concentracionesdel 2-
3.5% resultaeficazparala prevenciónde la agregaciónespontáneade lasplaquetascaninas;
basándonosen los resultadosde estosautores,decidimos añadir BSA a los medios de
aislamientoparaevitar la activaciónplaquetariaduranteestasfasesdel estudio.

Comosepuedeapreciaren la Graf.29 del capitulo de resultados,la adición de una
concentraciónde BSA del 0.1% no afectaa la secreciónplaquetariainducidapor trombina
6 A23187, y sin embargoprevieneen granmedidalos fenómenosdeagregaciónespontánea.
No obstante,la presenciade concentracionessuperioresde BSA en el mediode incubación,
inhibesignificativamentela secreciónen respuestaa trombinay A23 187,afectandoen mayor
gradoa la secreciónestimuladapor esteúltimo. Unaposibleexplicaciónparaestainhibición
de la secreciónplaquetariaobservadaen presenciadeBSA, podríaradicaren la capacidad
queposeela BSA paraligarsea numerososcompuestos,de tal forma quepodríaactuarde
quelantede la trombinayio A23187reduciendoasí los niveleslibresdeestosagonistasen
el medio extracelular.Sin embargo,estahipótesisquedadescartadapor el hechode que la
BSA tambiéninhibe la secreciónbasalde lasplaquetas,lo cual indica quela BSA ejerceel
efectoinhibitorio par si misma.

Coincidiendoconlos resultadosdeotrosautoresenotrasespeciesanimales(211,389),
hemospodido comprobarque en las plaquetascaninasla secreciónde 5-HT inducidapor
trombinano esun fenómenodependientedel calcio extracelular, perosilo es la inducida
por el ionóforo A23187 (211,351). La albúmina a una concentracióndel 1%, Inhibe
totalmentela secrecióninducidapor A23187 y sólo en un 25% la inducidapor trombina
(Graf.29). Esto podría llevar a pensarque la albúmina está secuestrandoel calcio
extracelular,inhibiendode esta forma la accióndel ionóforo A23187; sin embargo,como
sepuedeapreciarenla Tabla8, la albúminatambiéninhibió totalmentela secrecióninducida
por el ionóforo A23 187 cuando las incubacionesse realizaronen ausenciade calcio
extracelular,lo cual excluyeestaposibilidad.
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Nuestros resultadosdemuestranque la BSA ejerce su efecto inhibitorio sobre la
activación plaquetaria a través de un mecanismo dependientede la hidrólisis de
polifosfoinosítidos,comoevidenciala drásticareduccióndelosnivelesdePtO-OHgenerados
por lasplaquetasestimuladasen presenciade BSA.

Porotraparte,lasconcentracionesdeBSA superioresal 1 % inhibendeformamarcada
la liberación y el metabolismo de 20:4 en las plaquetasactivadas por trombina y
especialmenteen lasestimuladaspor A23187. Estosdatosexplicanporquéla BSA inhibeen
mayor grado la secrecióninducida por A23187, ya que esteagonistapareceestimular la
secreciónplaquetariapor un mecanismodependientede la movilización y metabolismode
20:4 (356) mientrasque para la trombina existen probablementevías alternativasno-
dependientesdel metabolismode esteácido graso(407).

Algunos autoressostienenquela BSA poseeefectosinhibitoriossobrela activación
plaquetariapor actuarcomoisomerasapotenciandola transformaciónde los endoperóxidos
cíclicos derivadosdel 20:4 en prostaglandina-D,(inhibidor plaquetario),y reduciendoasí
la cantidad de TxA, (estimulanteplaquetario) formado a partir de estos endoperóxidos
(445,446).Nuestrosresultadosno excluyenestaposibilidad, pero demuestranque la BSA
ejerce ademásotras accionesinhibitorias sobre fases más tempranasde la activación
plaquetaria,como son la hidrólisis de polifosfoinosítidosy la liberaciónde 20:4. Si bien
todavíano hemospodidoesclarecerlosmecanismosporloscualesla BSA bloqueaestasrutas
metabólicas,nos inclinamosapensarquepodríanestarmediadospor la inhibición deciertas
actividadesenzimáticastipo fosfolipasa(fosfolipasa-Cy fosfolipasa-A,),posiblementepor
ocasionaralteracionesenla fluidez de la membranacelularquedificultaríanla accesibilidad
del sustrato.

El hechode quela presenciadeBSA al 3% enel mediodeincubación(concentración
equivalentea la fisiológica de albúmina sérica en la especiecanina) inhiba de forma
significativala activaciónplaquetariaavariosniveles, hacepensaren un posiblepapelde la
albúmina plasmática como modulador de la funcionalidad plaquetariaen condiciones
fisiológicas.Seha descritorepetidamentela marcadatendenciaa la trombosisquepresentan
los enfermosconsíndromenefróticotantoenla especiehumana(447,448)comoen la canina
(449,450). Esta predisposicióna la trombosis podría deberseentre otros factores a la
hipoalbuminemiaquepadecenestospacientescomoconsecuenciade la disfunciónrenal; de
hecho,seha comprobadoin-vitro que lasplaquetasde estosenfermosson mássensiblesde
lo normala los agentesagregantes,condiciónquedesapareceal incrementarlos nivelesde
albúminadel medio extracelularhastarestablecerlos valoresfisiológicos normales(451).

Los resultadosde nuestrotrabajoconcuerdanconlasobservacionesde estosautores,
en el sentidodequela albúminareducela capacidadde activaciónde lasplaquetas¡n-vitro.
Si la albúminaplasmáticaposeeo no estosmismosefectosin-vivo estátodavíasin aclarar,
peroconsideramosextremadamenteinteresanteinvestigarestaposibilidad.

Asimismo,apuntamoslasposiblesaplicacionesde la utilización dealbúminasérica
como inhibidor fisiológico de la activación plaquetariaen sangresalmacenadaspara
transfusióny hemoterapia.
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En cualquier caso, los resultadosobtenidosen el presentetrabajo aconsejanla
utilización de BSA de forma sistemáticacomo agente antiagreganteplaquetario a
concentracionesdel 0.1% o inferiores,queno afectana los mecanismosde activaciónde las
plaquetas.

2.- TRANSDUCCION DE SEÑALES EN PLAQUETAS CANINAS

Puestoque la mayoríade los agonistasplaquetariosno son capacesde atravesarla
membranaplasmáticade estascélulas, la señal que dispara todos los mecanismosde
activación que conducena la reacción de secreciónplaquetariarequierela existenciade
sistemasde transducciónparapodersertransmitidaa través de la membranaal interior de
la célula.

La activaciónplaquetariacomienzaconla interaccióndel agonistaconsusreceptores
anivel dela membranaplasmáticay culminaconla secreción,exposicióndereceptorespan
fibrinógenoy formacióndeagregadosmulticelulares.Evidentemente,estaesunadescripción
muy simple,puestoquela activaciónplaquetariano es un procesolineal, peropuedeservir
para comprenderpor qué resulta indispensablela existenciae interacciónde múltiples
factoresestimulantese inhibidoresdediferentesrutasmetabólicasen lasplaquetas,todosellos
puestosen marchacomo consecuenciade la unión del agonistaa su receptor.Estasvías
afectanfundamentalmentea la concentraciónde calcio ionizadoen el citosol, al estadode
fosforilaciónde determinadasproteínasplaquetarias,a los nivelesintracelularesde AMPc,
a la hidrólisis de fosfolipidos de membranay a la liberacióny posteriormetabolismode
ácidoaraquidónico.

Prácticamentetodos los autorescoinciden en que el ataque fosfodiastéricodel
Ptdlns(4,5)P,porunafosfolipasaespecífica(PLasa-C)esel pasomásimportanteenlacadena
de sucesosque conducena la activacióndel metabolismode inositidos, que finalmente
originará la liberación de 1,2-Diacilglicerol e Ins(1,4,5)P3(136,178).Ambos metabolitos
actuaráncomosegundosmensajeros;el 1,2-DAGactivaráa unaproteina-quinasa-C(PKC)
dependientede calcio y fosfol ipido (fosfatidilserina),y el Ins(1,4,5)P3regularálos niveles
de calcio intracelular induciendo su liberación a partir de los almacenesintracelulares
(principalmentedel retículoendoplásmico,o sistematubulardensoen la plaqueta),aunque
otros autoresno descartanla existenciade unaposiblerelación<aún pococonocida)de este
inositol-fosfatocon los flujos de calcio procedentesdel medioextracelular<140,226).

El objetivo principal de este trabajo consisteprecisamenteen demostrar la
participación o no-participación de esta PLasa-C (EC.3.1.4.10) en los fenómenosde
secreciónplaquetaria,y evidenciar los posiblesmecanismosque modulan su acción en
plaquetasde penoactivadaspor dos agonistascompletamentediferentesen cuantoa sus
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mecanismosde acción,comosonla trombinay el ionóforocálcicoA23187.
Con estefin, hemosabordadoel estudiode los parámetrosbásicosde activación

plaquetariaen la especiecanina,parafinalmenteestablecersusrelacionescon el fenómeno
de la secreción.

2.1. MetabolismodePasfoinositidos y formacióndc Diacilglicerol ax plaquetas
activadas

Se ha demostradoen varias especiesanimalesque la unión de la trombinaa sus
receptoresen la superficie plaquetariainduce la hidrólisis de los polifosfoinositidospor
acción de la PLasa-C (181,187,188),si bien no hemospodido encontrar información
bibliográficasobreestepuntoen la especiecanina.Losresultadosde nuestroestudioindican
claramentequela trombinaposeeestemismoefectosobrelasplaquetascaninas,ocasionando
unamarcadareducciónde los nivelesdePtdlns(4,5)P,alospocossegundosde la interacción
con su receptoren la membranaplaquetaria.No obstante,el Ptdlns(4,5)P,no esel único
fosfoinositidoquesufremodificacionescomoconsecuenciade la activaciónde lasplaquetas
por la trombina:el descensodel Ptdlns(4,5)P,seacompañade un incrementodePtdlns(4)P
que servirá de fuente parala regeneracióndel Ptdlns(4,5)P,queestásiendo degradado,
observándosetambiénunadrásticadisminuciónde los nivelesdePtdlnsal cabode 15 sg tras
la adición del agonista.

De forma paralela, se producen incrementos significativos del 1 ,2-DAG
iníraplaquetariogeneradocomoconsecuenciade la hidrólisis de los fosfoinosítidosy que
actuarácomosegundomensajeroparaactivardeterminadossistemasefectoresintracelulares
(300,308).Nuestrosresultadosdemuestranqueel máximo de formaciónde 1,2-DAG en
plaquetascaninasactivadaspor trombinasealcanzaa los 15 sgpost-estimulación,datoque
concuerdacanlosdescritospor otrosautoresenplaquetasdeotrasespecies(182,205).Seha
sugeridoquepartede este 1 ,2-DAC formadoen respuestaa la trombinapuedeproceder
directamentedel Ptdlnspor acciónde unaPLasa-Cespecífica(172,184,205),modelo que
parecenconfirmarnuestrosresultados;la disminuciónparalelade losnivelesdePtdlns(4,5)P2
y dePtdlns(tanto del marcadocon‘

4C-20:4comodel marcadocon3H-glicerol)observadatras
la estimulación con trombina, pone de manifiesto que se está produciendoun ataque
fosfodiastéricosimultáneode la PLasa-CsobrePtdlns(4,5)P,y Ptdlns,comootros autores
habíandescritoanteriormente(211,172,452).Estosresultadossugierenqueel Ptdlnstanibién
constituyeun sustratofisiológico parala PL.asa-C,y no solamenteun reservorioparasuplir
al Ptdlns(4,5)P,hidrolizado(206,452).Algunosautoreshanobservadounaformaciónbifásica
dediglicérido (453,454,455),queseexplicarlapor el ataqueinicial de la PLasa-Csobreel
Ptdlns(4,5)P, liberandounaprimeraondade 1 ,2-DAGatiemposdeestimulaciónmuycortos,
seguidodel ataquedela PLasa-Csobreel Ptdlnsparagenerarla segunday másimportante
ondade diglicérido.En nuestrosistema,la curvadeformacióndediglicérido noesbifásica,
y tan sólo muestraun incrementomasivoa tiemposrelativamentecortos(lSsg),por lo cual
nos inclinamospor la hipótesisdel ataquesimultáneodela PLasa-Csobreambosinositidos,
Ptdlnsy Ptdlns(4,5)P,.
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Independientementede cuál sea la procedenciadel 1,2-DAG, todos los autores
coincidenen seflalarquela misión principal de este segundomensajeroconsisteen activar
a la protelna-quinasa-Cen presenciade calcio y fosfatidilserina(308). Numerosostrabajos
sugierenla participaciónde estaPKC activablepor diglicéridoen los procesossecretoresde
diversostipos celulares,incluidaslasplaquetas(315,316,456,457).Conel fin deesclarecer
la posibleimplicación de estaproteina-quinasaen la secreciónplaquetaria,realizamosuna
serie de experimentosutilizando como agonistaun diglicérido exógeno<OAG) capazde
atravesarla membranaplasmáticade lascélulasintactasy de activara la PKC (315,437).
Nuestrosresultadosen plaquetascaninasdemuestranclaramentela participaciónde la PKC
en los fenómenosde secreción,ya queel OAG estimulala liberaciónde serotoninapor si
mismo, potenciandoasimismola inducida por trombina. En este sentida, es importante
señalarque esteefectopotenciadordel OAG sobre la secreciónestimuladapor trombina,
solamenteseproducecuandoambosagonistasseañadenal mismo tiempo; sin embargo,si
se realiza unapreincubaciónde 30 sg con el OAG antesde la adición de la trombina, se
observauna inhibición de la secreciónen respuestaa esteúltimo agonista,en lugar de la
potenciacióndescritaanteriormente.La explicacióna este fenómenopuederadicaren el
gradode activaciónde la PKC quesehayaalcanzadoen el momentodeañadirla trombina;
si ésta seañadecuandola PKC ya estáplenamenteactivada,la secreciónresulta inhibida,
lo cual concuerdacon las supuestasaccionesinhibitorias de la PKC en fasestardíasde la
activaciónplaquetariadescritaspor varios autores(312,326,328,329).Por el contrario,al
añadirconjuntamenteel OAG y la trombina,sesumaríanlos efectosestimulantesde ambos
agonistassobrela PKC, hechoqueocasionaun incrementode la secreción.Esto constituye
unaexplicaciónplausibleparalos contradictoriosresultadosobtenidospor distintosautores,
yaquealgunosdeellosdescribenefectosinhibitoriosdelOAG sobrela activaciónplaquetaria
(326,458), mientrasqueotros aseguranqueesteagenteactúacomoestimulante(437,459).
El hecho de queel OAG no fuera capazde inducir la formación de Ptd-OH en nuestro
sistema,junto con la observaciónde que la neomicina (inhibidor de la hidrólisis de
polifosfoinositidos) no afecta a la secreciónestimuladapor este agonista, excluyen la
posibilidad de que el OAG esté ejerciendoalgún efecto a nivel del metabolismode
fosfoinosítidos,confirmándosepor tantoquesusaccionessobrela funcionalidadplaquetaria
estánmediadasa travésde la activacióndirectade la PKC.

Algunosautoreshansugeridoqueel 1,2-DAGgeneradodurantela activacióncelular
podríamodularla actividadde otrossistemasenzimáticosintegradosfundamentalmentepor
la fosfolipasa-Cy la fosfolipasa-A,,puestoqueel DAG esun potentedesestabilizantede la
membrana y puede hacer el sustrato (fosfolipidos) más asequible a la enzima
(289,251,460,461).Nuestrosresultadosparecenapoyarestahipótesis,yaquela estimulación
de las plaquetascon OAG induceincrementosde los nivelesde 20:4 libre, probablemente
comoconsecuenciade sumovilizacióna partir defosfolipidos demembranapor acciónde
una fosfolipasa-A,,si bien tambiéncabela posibilidadde que la estimulaciónde la PLasa-
A, se deba a la alcalinización del citoplasmainducida por la PKC activada (323). Sin
embargo,estosdatosdifierende los descritospor otrosautores,quesostienenqueel OAG
por sí mismo no estimulala liberaciónde 20:4 aunquesi potenciala inducida por otros
agonistas(462) y por ionóforoscálcicos(316,463).

DISCUSION 110



22. FonnaciéndePtd-OHa> plaquetasactivadas

Hastahacepocotiempo, la inmensamayoríade losautoresadmitíanquela totalidad
del Ptd-OH generadodurantelos fenómenosde activacióncelular procededirectamentedel
1 ,2-DAG por accióndeunadiglicérido-quinasa,con lo cual la formacióndePtd-OH ha sido
frecuentementeutilizada como medida indirecta de la hidrólisis de polifosfoinosítidos
(207,208). Sin embargo,en los últimos añosseha demostradoque numerososagonistas,
ademásde inducir la hidrólisis de los fosfoinositidos,tambiénoriginan la degradaciónde
Fosfatidilcolina<PC) por accióndedistintasfosfolipasas<PLasa-A2,PLasa-Cy PLasa-D),
sugiriendoqueestasreaccionespuedenestarimplicadasen la transduccióndeseñales(124).
No obstante,los resultadosde nuestrosexperimentosen célulasmarcadascon ‘~<2-20:4 y ‘E-
glicerol indican que, en plaquetascaninasactivadaspor trombina, la PC es degradada
únicamentepor unaPLasa-A,queliberará20:4, descartandopor tanto la posibilidaddeque
el Ptd-OHseageneradoapartir dePCpor accióndeunaPLasa-D.Por otraparte,la adición
de neomicinainhibecasi por completola formación de Ptd-OH inducidapor trombinaen
nuestrosistema,lo cualconfirmaquela prácticatotalidaddel Ptd-OHgeneradoprovienede
la hidrólisis de fosfoinositidos vía l,2-DACI/DAG-quinasa,hipótesis compartida por
Lapetinay col. (464) y por otrosautores(362).

El únicofosfol<pidodemembranaqueexperimentapérdidassignificativasdelmarcaje
en ‘H-glicerol tras la estimulaciónde las plaquetascaninascon trombina en nuestras
condicionesdeensayo,esel Ptd-Ins;evidentemente,estosugiereunataquetipo PLasa-Dy/o
PLasa-C (discutido anteriormente)sobre este fosfolípido. Balsinde y col. (465) han
encontradoactividadPLasa-DespecíficaparaPtdlnsenneutrófiloshumanos,porlo quecabe
pensaren la existenciadeunaactividadenzimáticade estetipo en plaquetas.Sin embargo,
son pocoslos autoresquehandescritohastael momentola presenciade actividadPLasa-D
en plaquetas(466), mencionandoademásquedichaactividadesmuchomenoren plaquetas
queen otros tipos celulares,por lo quenos inclinamosa pensarque en nuestrosistema,al
menosla gran mayoríadel PtO-OH generadodurantela activaciónpor trombinaderivadel
1 ,2-DAG por accióndeunadiglicérido-quinasa.

Sin embargo, la situación es muy distinta en plaquetascaninasestimuladascon
ionóforocálcicoA23187; esteagonistaescapazde inducir la formacióndePtd-OH,aunque
enproporcionesmuchomenoresquela trombinay por otromecanismo.El A23187no actúa
vía receptor, sino que activa determinadossistemascalcio-dependientesal aumentarla
concentraciónintracelularde calcio (35 1,467). Nuestrosdatosconcuerdanconestemodelo,
ya que la producciónde PtO-OH en respuestaa A23187 es muy superioren plaquetas
permeabilizadasqueen plaquetasintactas.Sin embargo,nuestrosresultadosindican queel
Ptd-OH generadopor el A23187 puede procederde otros fosfolípidos ademásde los
fosfoinosítidos,ya queesteionóforo ocasionapérdidassignificativasdel marcajeen
glicerol a partir de PC y PE, quepodríandebersea la acción de fosfolipasas-Cy/o -D
calcio-dependientessobre estos fosfolipidos, descritasya en otros sistemas celulares
(129,468). Por otra parte, la neomicinacarecede efecto sobre la formación de PtO-OH
inducidapor el A23187, lo cualparececonfirmarestahipótesis.
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Considerandoen conjunto todo lo expuestoanteriormente,podemosdeducirque
aunquelasplaquetascaninasparecenposeeractividadPLasa-D(como demuestrasuposible
estimulaciónpor acción del ionóforo cálcicoA23187 en nuestrosistema), esta actividad
enzimáticano participade maneraimportanteen la activaciónde lasplaquetaspor trombina,
paralo cualproponemosla siguienteexplicación:sehasugeridoquela hidrólisisdePC está
implicadaen los fenómenosde control celular querequierenunaactivación prolongadade
la PKC, tales como regulaciónde la transcripcióny otros eventosrelacionadoscon el
crecimientoy diferenciacióncelular. En estetipo de reacciones,las grandescantidadesde
DAG generadasporla acciónsecuencialdeunaPLasa-DsobrePCy unafosfohidrolasasobre
Ptd-OH, son necesariasparainducir unaactivación sostenidade la PKC; sin embargo,es
probable que en los fenómenosde estimulación plaquetaria, donde las respuestasde
activación inducidaspor el agonistase producenen pocos segundos,sean suficienteslas
cantidadesde 1,2-DM) formadasa tiempos coftospor la acciónde la PLasa-Csobrelos
fosfoinosítidos,por 1<, queel sistemaPLasa-Destápocodesarrolladoenestascélulas.

2.3. Moviliraido y metabolismodeácidoanquidónicou> plaquetasactivadas

Nuestrosresultadosponende manifiestoque, al igual queenotrasespeciesanimales
(136,363),lasplaquetascaninasrespondenala estimulaciónconla liberaciónintracelularde
20:4. Sehan propuestodos mecanismosprincipales parala movilizaciónde20:4 en células
activadas:el primero de ellos consisteen la acción secuencialde PLasa-Cy DAG- y
monoacilglicerol(MAG)-lipasa(165,182,370),y el segundoimplica la accióndirectade la
PLasa-A2sobrelos fosfolípidos(289,374,389).

En nuestrascondicionesde ensayohemosencontradoevidenciasde la liberaciónde
20:4por ambasvías;

a) Las pruebas en favor de la ruta PLasa-C, DAG- MAG-lipasa se basan
fundamentalmenteen el drásticodescensode Ptdlnsqueseproducetrasla estimulacióncon
trombina,hechoqueapuntaal ataquede unaPLasa-C sobreestefosfoinosítidocomoya han
descritootros autores(211,452).Por otra parte, comoseha mencionadoanteriormente,se
produceun marcadoincrementodel Ptd-OH endógenoen las plaquetasactivadascomo
consecuenciade la accióndeunadiglicérido-quinasa.Sin embargo,el gradode hidrólisisdel
Ptdlns,pareceser mucho mayorque la formaciónde Ptd-OR,hechoquecoincidecon los
resultadosobtenidospreviamenteporotrosautoresenotrasespecies(374), y quesugiereque
no todo el DAG liberado de los fosfoinosítidosestásiendoconvertidoen Ptd-OH. Este
dato,junto con la observaciónde quela liberaciónde 20:4precedea la síntesisde Ptd-OH
(el máximode20:4 libre sealcanzaa los 60-90sgpostestimulación,mientrasquelos valores
máximosde Ptd-OHseregistrana los2 mm), sugierenquepartedel DAG generadodurante
la activación de las plaquetascaninassirve de sustratoparaunadiglicérido-lipasaquedará
lugara la liberaciónde 20:4. Sin embargo,existeun dato en nuestrosresultadosqueindica
queesta vía de movilización de 20:4 no esmuy importanteen las plaquetasde perro: en
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nuestrascondicionesde ensayo,no hemosdetectadoincrementosde 1,2-MAO durantela
estimulacióncon trombina,hallazgoquehubierasidoun claroindicativo de la existenciade
actividadDAO-lipasacomohandescritootros autores(368,372).

Por otraparte,la inhibición de la liberación de 20:4 inducidapor la neomicinaen
plaquetasestimuladaspor trombina, si bien existe,esmuy poco importante(no superael
10%); si la rutaDAG-lipasa, MAO-lipasafuera la principal responsablede la movilización
de 20:4 en plaquetascaninas,la neomicinadeberíahaberocasionadounamayorinhibición
de la liberaciónde 20:4 al reducirla formaciónde DAG a partir de fosfoinositidos.

b) El 20:4 liberadotras la estimulacióncon trombinapuedederivardirectamentede
los fosfolípidos de membrana.Se ha descrito en plaquetasy en otros tipos celularesla
existenciade actividadfosfolipasa-A,capazde actuarsobrevariosfosfolípidos,incluyendo
Ptdlns e inclusoPtd-OH (289,374,389).En nuestrotrabajohemosencontradonumerosas
evidenciasindicativasde quela activación de la PLasa-A,constituyela principal vía de
liberaciónde20:4 en plaquetasde perro.

En primer lugar, hemosdetectadopérdidassignificativasdel contenidoen 20:4 de
determinadosfosfolípidos (fundamentalmentePtdlns, PC y en menormedidaPE) tras la
estimulaciónde las plaquetascon trombina. Las pérdidasmáximascoincidenen el tiempo
con los niveles máximosde 20:4 libre, lo cual sugiereque los citadosfosfol ipidos están
probablementesirviendo de fuentepara la movilización de 20:4 al igual que ocurre en
plaquetasdeotrasespecies(373,374).

La actividad enzimáticaresponsablede esta liberación de 20:4 a partir de los
fosfol ipidosescalcio-dependiente,comodemuestrael hechodequeesactivablepor ionóforo
cálcicoA23187; estejonóforo inducereduccionesdel contenidoen20:4 de los fosfolipidos
superioresa las ocasionadaspor la trombina,queseacompañanademásde incrementosde
20:4 libre mucho mayoresque los producidospor esteúltimo agonista.Por otra parte, la
neomicinano afectaen absolutoa la liberación de 20:4 inducida por el A23187, lo cual
pareceexcluir la posibilidadde queestareacciónestémediadapor el ataquede la PLasa-C
sobrelos fosfoinositidos.

Todosestosresultados,junto con el hechode que laspérdidasdel marcajeen
20:4 queexperimentanPC y PB en plaquetasestimuladaspor trombinano van asociadasa
pérdidasdel marcajeen ‘R-glicerol, indicanclaramentela existenciaen plaquetascaninasde
una actividadPLasa-A2activablepor trombinay ionóforoA23187. Noobstante,estosdatos
contrastanconlosobtenidosporotrosautores(470),quehandescritola ausenciadeactividad
PLasa-A2y PLasa-A,tantoen la fracciónsolublecomoen membranasdeplaquetasdeperro,
detectandosin embargoactividad PLasa-Cy DAG-lipasa. Otros trabajos han puestode
manifiestoqueen la mayoríade lasocasiones,la incapacidadparadeterminarla existencia
de actividadPLasa-A2sedebea la utilización de condicionesde ensayoinadecuadas,y así,
los autoresquenieganla existenciadeactividadPLasa-A,en plaquetascaninasparecequeno
emplearonunascondicionesde ensayoparticularmenteóptimas (pH=7 con 0.1 mM de
CaCl2), ya queotros trabajosrevelancomocondicionesóptimasparadeterminaractividad
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PLasa-A2,la utilizacióndeun elevadopH y concentracionesaltasde calcio(pH=9.5-10con
10 mM de Ct) (471).

Algunosautoreshandescritola existenciade unaactividadPLasa-A2específicapara
Ptd-OHen plaquetasdecaballo(388,389),sugiriendoqueel propioPtd-OHformadoapartir
del DAG iniciaría la estimulaciónde estaactividadenzimáticay la subsiguienteliberación
de 20:4. Sin embargo,se ha demostradoposteriormenteen plaquetashumanas que la
liberaciónde20:4 precedea la formaciónde Ptd-OH(362), contradiciendoasí la hipótesis
anterior.Estos datossugierenque ciertasrutas metabólicasplaquetariaspuedenpresentar
variacionesen las distintas especiesanimales, por lo que procedimosa estudiarestos
parámetrosde activación en las plaquetascaninas. Nuestrosresultadosen este aspecto
coinciden con los obtenidospor Majerus y col. en plaquetashumanas(362), ya que en
plaquetasdepenoestimuladaspor trombinalos nivelesmáximosde20:4 se alcanzanantes
quelosdePtd-OH,datoqueparecedescartaral Ptd-OHcomofuentede20:4enestaespecie.

Paraconfirmar definitivamentela movilización de 20:4a partir de fosfolípidosde
membranapor accióndirectade unaPLasa-A2,realizamosuna seriede experimentospara
establecerlos efectosde la Quinacrina(utilizada comunmentecomoinhibidor de la PLasa-
A2, (441,442))sobrela liberación de esteácido grasoen plaquetasactivadas.En nuestro
sistema,la quinacrinareducesignificativamentelos nivelesde20:4 liberadosen respuestaa
trombinay ionóforoA23 187, disminuyendoal mismotiempola pérdidade20:4a partirde
PC, PI y PB. Estos datos indican claramentela participación de la PLasa-A, en la
movilizaciónde 20:4 en plaquetascaninasestimuladaspor estosdos agonistas,sugiriendo
ademásque los fosfol ipidos quesirven como sustratoparaesta enzimason PI, PC y en
menormedidaPB, resultadosquecoincidenplenamentecon los obtenidospor otrosautores
en plaquetasdeotrasespecies(373,374).Sin embargo,esimportantereseñarel hechodeque
en nuestrosistemala quinacrinaparecetenertambiénefectosinhibitorios sobrela PLasa-C
plaquetaria,como demuestrael bloqueode la hidrólisis de fosfoinosítidosobservadoen
presenciade esteinhibidor. Estainhibición de la PLasa-Cpor acciónde la quinacrinahabla
sido descritaanteriormenteen otros tipos celulares(472,473),pero no hemosencontrado
ningunareferenciaal respectoenplaquetas.Enconsecuencia,no excluimosla posibilidadde
queel bloqueode la hidrólisisde PI producidoen presenciade quinacrinasedebamásbien
a la inhibición de la actividadPLasa-Cen lugar de la PLasa-A,,por lo que la contribución
de estefosfoinosítidoa la liberaciónde20:4 en plaquetascaninasesdudosa(esteno es el
casoparaPC y PB, ya quepreviamentehabíamosdescartadoel ataquedeunaPLasa-Csobre
estosfosfol <pidosen plaquetasestimuladaspor trombina).

Unavez liberadoen el interior de la plaqueta,el 20:4puedeser metabolizadopor la
vía lipooxigenasay/o ciclooxigenasa,siendoestaúltima la ruta preferencialen plaquetas
(394); en nuestroestudiohemospodido comprobarque en plaquetascaninas,el 20:4 es
metabolizadopor ambasvías, como demuestrala formación de metabolitosoxigenados
activos derivadosde ambasactividadesenzimáticas,si bien el compuestomásabundantees
efectivamenteel productoprincipal de la víaciclooxigenasa,el Tromboxano-A2.
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2.4. Participación de Protelnas-G-reguladonsen la aclivaciónplaquctaria

El estudiode las proteínas-Oha adquirido una gran importanciaen los últimas
tiempos,ya quecadavez son másnumerososlos procesosmetabólicosen los que se ha
demostradola participación de estas proteínas reguladorascomo mediadorasde las
interaccionesentrelos receptoresde membranay los mecanismosefectoresintracelulares.
Entrelos sistemascontroladospor estasproteínas-Oseencuentrandeterminadasactividades
enzimáticas tipo fosfolipasa, como la PLasa-C <126,139,151), la PLasa-A2
(124,125,386,474,475,476,477)yposiblementetambiénlaPLasa-D(478,479,128,129).Dado
queal menosalgunasde estasactividadesenzimáticasestán implicadasen los fenómenosde
activación plaquetaria, consideramosimportante estudiar la posible participación de
proteínas-Oen sus mecanismosde activación en plaquetascaninas. Con este objeto,
realizamosunaseriedeexperimentosutilizando comoagonistasplaquetariosdosconocidos
estimulantesde las proteínas-O:en primer lugar, el Fluoruro sádico (NaF),el cual en
presenciade AlCí, da lugara la formación de fluoroaluminato(AlFI que sustituyeal y-

fosfatodel OTPactivandoasíalasproteínas-O<434,435).En segundolugar,el GTPrS, un
análogono hidrolizabledel CiTP queal unirsea la subunidad-aocasionaunaactivación
sostenidadeestasproteínas(436).

Nuestrosresultadoscon estos agonistasdemuestranclaramentela participaciónde
proteínas-O-reguladorasen la activaciónde las plaquetascaninas,ya que tantoel NaF (en
plaquetasintactas)comoel OTPrS(enplaquetaspermeabilizadas)soncapacesde inducir la
secreciónplaquetariade serotonina,llegandoa alcanzarnivelesde secreciónsimilaresa los
estimuladospor la trombina. Estosresultadoscoincidenconlos obtenidospor otrosautores
(135,136,480),sibienennuestrosistemafueronnecesariasconcentracionesdeNaFsuperiores
(>2OmM) a las utilizadasen estostrabajosparainducir la secreciónplaquetaria.Nuestros
resultadosestánpor tanto en claro desacuerdocon los obtenidospor Kienasty col. (141),
quienessostienenqueconcentracionesde NaF superioresa 40 mM inhiben la activación
plaquetariapor estimularel sistemaadenilato-ciclasa.

El hecho de que el NaF induzcala formaciónde Ptd-OH, pareceindicar que este
agonistaestápromoviendola estimulaciónde lasplaquetascaninaspor activarunaproteína-
O reguladorade la fosfoinositidasaquehidrolizalospolifosfoinosítidos,descritayaporotros
autoresenplaquetasdeotrasespecies(139,151)aunquetodavíasin identificar.Sinembargo,
los resultadosde los experimentosrealizadosen presenciade neomicinacontradicenesta
hipótesis:la neomicinapotenciaen granmedidala secrecióninducidapor OTPIS y NaF,así
como la síntesisde Ptd-OH en respuestaa este último agonista. Estos datosponen de
manifiesto que los activadoresde proteínas-Oson capacesde inducir la estimulación
plaquetariaporvfasdiferentesde la hidrólisisdepolifosfoinosítidos,o lo queeslo mismo,
quelasplaquetascaninasdisponende rutasde activaciónalternativasen lasqueno participa
el metabolismode fosfoinosítidos,y quede algunaforma estánmediadaspor proteínas-O
reguladoras.En los óltimos añossehanencontradonumerosasevidenciasqueapuntana la
existenciade un mecanismoreguladorde la actividad PLasa-A2mediadopor unaproteína-
G sobreel cual se han emitidodoshipótesis:por un lado, la proteínaimplicadapodríaser
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la propiaGpactivadoradelaPLasa-C, queal generarIns(1,4,5)P3daríalugara incrementos
de la concentracióncitasólica de calcio que favoreceríanla estimulaciónde la PLasa-A2
(481), y por otra parte, seha propuestola existenciadeunanuevaproteína-O,todavía
desconocida,responsablede la activacióndirectade la PLasa-A2(125,386,387).Nuestros
resultadosencajanmejor en esteúltimo modelo, ya queel bloqueode la actividadPLasa-C
por acciónde la neomicinano sólo no inhibe la liberaciónde 20:4 inducidapor NaLF, sino
que la potencia,lo cual indicaclaramenteque la movilizaciónde20:4 en respuestaal NaF
es completamenteindependientede la hidrólisis depolifosfoinositidos.Paraesclarecereste
aspecto,realizamosvariosexperimentosen presenciade quinacrina,pensandoqueal inhibir
la PL.asa-A,sebloquearíatambiénla liberaciónde20:4 inducidapor el NaLF. Sin embargo,
los resultadosobtenidosÑeroncontrariosa losesperados:sorprendentemente,la quinacrina
potenciade manerasignificativala liberaciónde20:4en respuestaala estimulaciónporNaF.
La posibilidaddequela quinacrinano estéinhibiendola PI..asa-A2en nuestrascondiciones
de ensayoquedaexcluida,ya que los resultadosen plaquetasactivadaspor trombinay
jonóforo A23187 demuestranque si existe este efecto inhibitorio. Por otra parte, la
observaciónde que la quinacrina también bloquea la actividad PLasa-C, descartala
posibilidadde queel 20:4 liberadopor el NaF en presenciade este inhibidor procedadel
DAG derivadode lospolifosfoinosítidos.Por lo tanto,estosdatossugierenqueenplaquetas
caninasexiste una vía de liberación de 20:4, distinta de la mediadapor la PLasa-
C/Diglicérido-lipasay de la mediadapor la PL.asa-A2, en cuyo mecanismode activación
participaunaproteína-Greguladora.Basándonosen resultadosobtenidospor otros autores
en diferentessistemascelulares (129), nos inclinamos a pensarque esta nueva ruta de
movilizaciónde 20:4plaquetario,podríaestarconstituidapor la activaciónde unaPLasa-
D queactuarlasobrePC liberandoPtd-OH, el cual podríaser atacadopor unaPLasa-A2
específica(389) (aunquenuestrosdatosen plaquetasestimuladaspor trombinaindican que
estaactividadenzimáticasobreel Ptd-OHespocoprobableen plaquetascaninas),o bien ser
defosforiladoy convertidoen DAG paradarlugarfinalmentea 20:4 libre (369,482).Todas
las actividades enzimáticas implicadas en esta hipotética ruta (Plasa-D, Ptd-OH-
fosfohidrolasa,DAO- MAO-lipasa) estánpresentesen plaquetas(369,466),y por otraparte
la posibleparticipacióndeunaproteína-Oen la activaciónde la PL.asa-Den diversostipos
celularesya ha sido propuestapor variosautores (128,129,478,479),por lo cual esmuy
posiblequeexistaun mecanismosimilar en plaquetas.

Porotraparte,existeotrodato importanteen nuestrosresultadosqueparececonfirmar
la teoríade la estimulaciónde unaPL.asa-Dpor el NaFcomovíade activaciónalternativa
a la hidrólisis de polifosfoinositidos: en presenciade neomicina y coincidiendo con el
aumentode los nivelesde Ptd-OH, seproduceunaconsiderabledisminucióndel marcajeen
‘
4C-20:4 y ‘H-Glicerol dePC, mientrasqueen ausenciadeesteantibiótico,el marcajedePC
permaneceprácticamenteinalteradotrasla activaciónde lasplaquetasconNaF.

Por otraparte,el hechode queel NaE potenciela secrecióny la formaciónde Ptd-
OH inducidaspor la trombina,sugierequeesteagenteescapazdeponeren marchavíasde
activacióncomplementariasa lasestimuladaspor la trombina.

Considerandoen conjuntotodo lo expuestosobrelos posiblesmecanismosmediados
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por proteínas-Oenplaquetas,y basándonosen nuestrospropiosresultadosyen losobtenidos
previamentepor otrosautores,proponemosel siguientemodelo medianteel cualsepodrían
explicar los resultadosdiscutidos anteriormente:el mecanismoprincipal de activación
plaquetariaestaríaconstituido al igual que en otros tipos celularespor la hidrólisis de
polifosfoinosítidos, la cual está mediadapor la activación de una proteína-O(Gp) que
estimulala actividadPLasa-C.Esteseríaprobablementeel sistemade activaciónestimulado
por los agonistasplaquetariosfuertescomo la trombina, que inducen las respuestasde
activaciónde forma extraordinariamenterápida, sin necesitarpor tanto la participaciónde
mecanismosamplificadoresque prolonguen o incrementenla sefial de activación. Sin
embargo,lasplaquetasdispondríanderutasdeactivaciónalternativas,mediadastambiénpor
proteínas-O,que podríanponerseen marchaen respuestaa agonistasmásdébilesque
requieranunaestimulaciónprolongadade determinadasrutasmetabólicas(comoporejemplo
unaactivación sostenidade la PKC), o por agonistasquesimplementeposeandiferentes
mecanismosde acción <mediadospor receptoresacopladosa otrasproteínas-O-reguladoras
distintasde Gp).

Además,cabela posibilidadde queexistaninteraccionesentrelosdistintossistemas
enzimáticoscontroladosporproteínas-O,de formaqueal bloquearunode ellosseestimulen
losdemás;estoexplicaríael efectopotenciadorde la neomicinasobrela activacióninducida
por NaF, así comoel incrementode la liberaciónde20:4 ocasionadopor la quinacrina.

Los resultadosde algunostrabajos recientes<135) concuerdanperfectamentecon
nuestrahipótesis sobre la existenciade rutas de activación plaquetariamediadaspor
proteínas-Oy distintasde la hidrólisis depolifosfoinosítidos;estosautoreshandemostrado
queen plaquetashumanas,el NaFno inducela formacióndeIns(l,4,5)P3perosí la de 1,2-
DAG, asícomola fosforilacióndel sustratoprincipal de la PKC, la$7. Estosdatosindican
claramente que el DAO generado por el NaF en este estudio no procede de
polifosfoinosítidos,al igual quesucedeen nuestrosexperimentosrealizadosen presenciade
neomicina.Por lo tanto, nuestrosresultadoscoincidenplenamenteconlos de estosautoresy
con susteoríassobrela existenciade unanuevavíade activaciónplaquetariaconsistenteen
la formaciónde DAG apartir de PC por acciónde fosfolipasas-Cy/o -D.

La participaciónde proteínas-Oen la regulaciónde estasfosfolipasasplaquetarias
calcio dependientes(PLasa-A2y PLasa-D)comoindicannuestrosresultados,constituiriauna
explicaciónparael mecanismode acciónde los agonistasquecomola epinefrinano inducen
la hidrólisis de polifosfoinositidosni tampocoaumentosde la concentracióncitosólicade
calcio, perosin embargoocasionanunaactivaciónplaquetariacompleta(25,295).

2.5. Participacióndedistintasrutasmetabólicasen los fenómenosde secxn~ióu
plaquetaria

Despuesde analizaralgunasde las principalesrutas metabólicasque se ponen en
marchadurantela activaciónplaquetaria,nospropusimosdeterminarsusposiblesrelaciones
con la liberación de serotoninainducidapor los distintosagonistas,con el fin de establecer
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el gradodeparticipacióndecadaunadeellasen los fenómenosdesecreción.

2.5.1.- Hidrólisis de Polifosfoinos Nidos

En la actualidadexisteciertacontroversiaacercade la participacióndel metabolismo
de inosítidosen los fenómenosde secreciónplaquetariade5-HT. Nuestrosexperimentos
demuestranqueen plaquetaspermeabilizadasconsaponina,sepuedeestimularla secreción
de 5-HT simplementemediantela adiciónde calcio (O. lMM), siemprequeexistaATP en el
mediodeincubación.(La necesidaddeATP sedebeaqueel tratamientocon saponinaparece
ocasionarla depleción de los almacenesintracelularesde ATP (218,248,483)). Estos
resultadosindican queel procesode secreciónplaquetariaseponeen marchaa travésde un
mecanismocalcio-dependienteparacuyaestimulaciónson suficienteslasconcentracionesde
calcio presentesen las célulasen reposo(0. 1¿¿M),y queconsistemuy probablementeen la
activaciónde la PLasa-Cespecíficaparafosfoinoisítidoscomoya handescritootrosautores
(147,148,154).

Paraestablecerconmayorexactitudel gradode participacióndeestafosfoinositidasa
en la reacciónde secreción,serealizaronexperimentosen presenciade sulfatode neomicina;
como se ha mencionado anteriormente,este antibiótico se une fuertemente a los
polifosfoinosítidos<438) y un gran númerode estudiossugierenquepuedeser utilizado
comoinhibidor relativamenteespecíficode la hidrólisis de fosfoinositidos(439,440). En
nuestrosistema,concentracionesde neomicinade 5 mM inhiben en un 75% la secreción
inducidaportrombina(porcentajedeinhibiciónidénticoala reduccióndePtd-OHocasionada
por esteantibiótico),bloqueándosela secreciónenprácticamenteun 100% en presenciade
neomicina10 mM. Sin embargo,comocabíaesperar,la neomicinano afectaen absolutoa
la secreciónestimuladapor el ionóforo A23187, mientrasquepor el contrariopotenciala
inducidapor NaF y OTPrS.Estosresultadosdemuestranclaramentequesi bien la secreción
de serotoninaestimuladapor la trombinaes totalmentedependientede la hidrólisis de
fosfoinosítidos,existen no obstanterutas alternativaspara la inducción de la secreción
plaquetaria,activablesporcalcio y/oporproteínas-Ocomoyahanpropuestoalgunosautores
(135,386,387).

2.5.2.- Metabolismo de 20:4

Tradicionalmenteseha venidoconsiderandoquela liberaciónde 20:4 y suposterior
conversiónen metabolitosoxigenadosactivos (fundamentalmenteTxA,), eran fenómenos
imprescindiblesparaque se pudieraproducir la secreciónplaquetariaen varias especies
incluyendola canina(209,407,408,484),si bienalgunosautoresya habíansugeridoqueera
posibleinducir la secrecióndeserotoninaen ausenciade metabolitosdel 20:4 <407,413).

En un intentode aclararestepunto,realizamosvariosexperimentosen presenciade
inhibidoresde ciertas actividadesenzimáticas,paraestableceren qué medida influye la
inhibición de la liberacióny/ometabolismodel 20:4 sobrela secrecióninducidapordiversos
agonistas.

En primerlugar, hay quedestacarquela movilizaciónde20:4 no essuficientepara
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queseproduzcasecreciónen respuestaatrombina,ya que la preincubacióndelasplaquetas
conneomicinasolamentereduceen un 10% la liberaciónde 20:4, pero sin embargoinhibe
en casi un 100% la secreción.Estaobservaciónpareceindicarla participaciónde procesos
calcio-dependientes(comoporejemplola activaciónde la MLCK por la calmodulina)en los
fenómenosdesecreciónplaquetaria,ya quela inhibición del incrementode calcio citosólico
ocasionadapor la neomicinaal bloquearla formacióndeIns(1,4,5)P3,anulacasiporcompleto
la secreciónen respuestaa trombina. Sin embargo,comocabíaesperar,la neomicinano
afecta a la secrecióninducidapor A23187 porque este último aumentala concentración
intracelularde calcio por mecanismosindependientesde la hidrólisisdepolifosfoinositidos.

Otro dato quedemuestraqueel metabolismodel 20:4 no esun factor indispensable
dentrodel mecanismosecretorde las plaquetas,esel hechode queel pretratamientode las
plaquetascon inhibidoresde la movilizaciónde 20:4 (quinacrina)o de su metabolismopor
la vía ciclooxigenasa(indometacina),inhiben solo parcialmentela secrecióninducida por
trombinao ionóforo A23187, lo cual ponede manifiestoque en el procesosecretorestán
involucradossistemasindependientesde la liberacióny posteriormetabolismode 20:4.

En plaquetasestimuladaspor ionóforocálcicoA23187, la quinacrinae indometacina
tan sólo inhiben la secreciónen un 50%, cuandoerade esperarun efectoinhibitoriomucho
máselevado,ya quesehadescritoquela activaciónplaquetariainducidaporel A23 187está
mediadafundamentalmentepor laliberacióny posteriormetabolismode20:4(356).Nuestros
datosindican que la participaciónde los metabolitosoxigenadosdel 20:4 en la secreción
inducidapor el ionóforoA23187 no estandefinitiva comoalgunosautoreshabíanpostulado;
es evidente que el ionóforo A23187 está activando otrals vla/s calcio-dependiente/s
implicada/sen los procesossecretoresde la plaquetadeperro.

En consecuencia,nuestrosresultadosindican que las rutasde activación puestasen
marchapor la trombinay el ionóforo A23187 en plaquetascaninas son completamente
diferentes;el A23187 estimulala secreciónpor un mecanismototalmenteindependientede
PLasa-C y parcialmentedependientede PLasa-A2, que no implica necesariamentela
participación de la movilización de 20:4. Por otra parte, la acción de la trombinaes
completamentedependientede Plasa-C,perosolamenteen un 50% de la liberaciónde 20:4.

2.5.3.-Prote inos-G-reguladoras

El mecanismopor el cualel NaF inducela secreciónplaquetariaesbastantecomplejo
y pococonocido.Comohemosmencionadoanteriormentebasándonosennuestrosresultadas,
esteagenteparececapazde estimulartresvíasdiferentesde activación:inicialmente,activa
la proteína-Opque induce la hidrólisis de polifosfoinositidos desencadenandoasí la
secreción.Si sebloqueaestaruta (mediantela adiciónde neomicina)sepotencianotrasvías
activablespor NaF y por tanto mediadaspor proteínas-O,constituidasprobablementepor
la estimulaciónde la PLasa-A2y/o PLasa-D,lo cual se traduceen un incrementode la
secreción.No obstante,al bloquearsimultáneamentelas actividadesPLasa-C y PLasa-A2
(mediantela adición de quinacrina)seproducecierta inhibición de la secreciónquesin
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embargose acompaliade un gran aumentode los niveles de 20:4 libre. Estos últimos
resultadosson ciertamentesorprendentes,ya quepor lo general seconsideraqueel 20:4
movilizadoactúacomomediadordela activacióncelular,por lo cualhubierasidomáslógico
queel aumentode losnivelesde20:4 libre hubieraido asociadoa un incrementoy no a una
disminución de la secreción como ha sido el caso. Sin embargo,varios trabajos han
demostradoqueel 20:4a concentracioneselevadasejercemarcadosefectosinhibitoriossobre
la activación plaquetaria(391,485,486)descritostambiénen la especiecanina(487,488),
probablementeporque al aumentaren excesolos niveles de este ácido graso, éste es
metabolizadomayoritariamentepor la vía lipoaxigenasa,dandolugar a la formación de
grandescantidadesde 12-HPETEy 12-HETE (391). La acción inhibitoria de estos dos
metabolitosdel 20:4 sobre la activación plaquetariaha sido descritaen variasocasiones
(391,392),habiéndosecomprobadosucapacidadparabloquearla actividadcicloaxigenasa
(393). En basea nuestrosresultados,consideramosmuy probableque la inhibición de la
secreciónocasionadapor la quinacrinaestémediadade algunaforma por un bloqueode la
ciclooxigenasa,ya que el porcentajede inhibición inducido por la quinacrina sobre la
secreciónen respuestaal NaFesmuy similar al originadopor la indometacina.

En consecuencia,el gran incrementode los niveles de 20:4 libre inducido por la
quinacrinaen plaquetasestimuladaspor NaF podríaserprecisamenteel responsablede la
inhibición de la secreción,si bien no excluimosla posibilidadde que la quinacrinaesté
ejerciendoalgúnotro efectono detectadoquepudieraestarinterfiriendoel procesosecretor
a otrosniveles.Por lo tanto, consideramosnecesarioprofundizarenel estudiode los efectos
de los distintosinhibidoresmetabólicosutilizadosmásfrecuentementeen plaquetas,ya que
un mejor conocimientode sus mecanismosde acciónconstituiríaunavaliosa ayudapara
estudiarde maneraindividualizadalasdiferentesrutasde activaciónde estascélulas.

De todo lo expuestosededuceque, si bien la hidrólisisdepolifosfoinositidosparece
serla principal víadeactivaciónimplicadaen el procesosecretorde lasplaquetas,existen
ademásotras rutas de estimulaciónalternativascapacestambiénde inducir la secreción
plaquetariade serotonina.

En la Fig.13apareceun esquemade lasposiblesproteínas-O-reguladorasde distintas
actividadesenzimáticasquepodríanparticiparen los fenómenosde activaciónplaquetaria
en basea los resultadosdelpresentetrabajo.
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CONCLUSIONES

1.- La presenciade Albúmina de Suero Bovino en el medio de incubación inhibe la
hidrólisisdepolifosfoinosítidos,la movilizaciónde ácidoaraquidónicoy la secreción
deserotoninaenplaquetascaninasactivadasportrombina6 lonóforocálcicoA23187.

2.- La estimulación de plaquetasde perro por trombina se producea través de un
mecanismoindependientede la concentraciónde calcio extracelular,no descartando
la necesidadde movilizacióno redistribuciónde almacenesintracelularesde calcio.

3.- La Proteina-Quinasa-Cmodulala secreciónplaquetariade serotoninaen el perro.

4.- Nuestros resultadossugierenque el ácido araquidónicomovilizado durante la
activación plaquetariaen el perro, procedemayoritariamentedel ataquede una
Fosfolipasa-A,sobrelos principalesfosfol ipidos de membrana.

5.- La secreciónde serotoninainducidapor trombinaen plaquetascaninasesun proceso
completamentedependientede la hidrólisisde polifosfoinosítidos;no obstante,estas
plaquetasdisponenderutasalternativasde activación,independientesde la hidrólisis
depolifosfoinosltidosy activablespor calcio y/o proteínas-O-reguladoras.
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