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RESUMEN

La secrecién plaquetaria es un fenémeno complejo en el cual intervienen e interachian
diversos sisternas metab6licos intracelulares.

En el presente trabajo se ha estudiado Ia participacion del metabolismo de
polifosfoinositidos y de los segundos mensajeros derivados de este tltimo en la secrecién de
serotonina inducida por agonistas fisiolégicos (trombina) y afisioldgicos (iondéforo cdlcico
A23187, GTPrS, NaF) en plaquetas caninas.

Asimismo, se ha abordado el estudio de las vias de liberacién de dcido araquidénico
en plaquetas caninas estimuladas por diversos agonistas, as{ como la implicacién de este
dcido graso y de sus metabolitos oxigenados activos (endoperéxidos ciclicos, Tromboxano-
A,) en la secrecion plaquetaria de serotonina.

Se ha investigado también la existencia de proteinas-G-reguladoras en plaquetas
caninas y su posible participacién en los fenémenos de secrecién.

Los resultados de nuestro trabajo demuestran la participacién de la hidrélisis de
polifosfoinositidos en la secrecion inducida por trombina, evidenciando no obstante la
existencia de vias de activacién alternativas independientes del metabolismo de
polifosfoinositidos y estimulables por calcio y/o proteinas-G-reguladoras.

Nuestros resultados indican asimismo que la formacién de metabolitos oxigenados
activos del dcido araquidénico no es indispensable para que se pueda producir la secrecién
en plaquetas caninas activadas por trombina o ionéforo A23187.

Finalmente, se describen los efectos inhibitorios de 1a albiimina de suero bovino (BSA)
sobre la secrecién plaquetaria de serotonina estimulada por trombina o ionéforo A23187.
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IMPORTANCIA DEL TEMA

El estudio de las bases moleculares de los fenémenos de activacién celular se ha
convertido en los dltimos afios en una de las 1{neas de investigacién prioritarias dentro del
drea de la biologia celular. Uno de los sistemas celulares que con mayor frecuencia se ha
utilizado en este campo de investigacién han sido las plaquetas sanguineas, ya que estas
células poseen la capacidad de activarse como consecuencia de su interaccién con una gran
variedad de est{mulos externos, experimentando diversos cambios estructurales y metabélicos
que inducirdn las cldsicas respuestas plaquetarias de activacién: cambio de forma, adhesién,
secrecién y agregacién. Los mecanismos moleculares implicados en estas respuestas de
activacién plaquetarias son numerosos y complejos, incluyendo flujos de calcio,
fosforilaciones protéicas, oxigenacién del dcido araquidénico, estimulacién del metabolismo
de ciertos fosfol {pidos y otros sistemas poco conocidos hasta el momento. La gran diversidad
de rutas metabolicas que resultan activadas tras el contacto con los agonistas especificos, y
el hecho de que la mayoria de ellas sean compartidas por otros muchos tipos celulares,
convierten a las plaquetas en un modelo ideal para el estudio de los sistemas implicados en
los fenémenos de activacién.

Por estos motivos, hemos escogido el estudio de las bases moleculares de la activacién
plaquetaria como tema de nuestra tesis doctoral, centrando nuestra atencién en la cadena de
sucesos que conducen a la reaccién de secrecién en estas células. Con este objeto, hemos
centrado nuestro trabajo en el estudio del metabolismo de polifosfoinositidos y 4cido
araquidonico y en su posible implicacién en los procesos de secrecién plaquetaria, Nuestro
objetivo principal ha consistido en esclarecer el grado de participacién de estas rutas
metabdlicas en los fendmenos de secrecién, tratando asimismo de evidenciar la posible
existencia de v{as alternativas para la activacién plaquetaria, tema que ha despertado un gran
interés en los ultimos afios.

Por otra parte, la constatacién de que la bibliografia referente a la fisiologia
plaquetaria del perro era pricticamente inexistente, nos llevé a escoger esta especie para
llevar a cabo nuestro trabajo, ya que consideramos importante y necesario profundizar en el
estudio de la funcionalidad plaquetaria de una de las especies animales que con mayor
frecuencia es utilizada en los modelos experimentales de muiltiples enfermedades.

Finalmente, desde el punto de vista veterinario, consideramos que el estudio de los
mecanismos de activacién de las plaquetas caninas puede resultar de gran ayuda para llegar
a comprender mejor la etiopatogenia de mmiltiples procesos que cursan con posibles
alteraciones funcionales de estas células y que con frecuencia se presentan en la clinica
veterinaria (coagulopatias de etiologia diversa, diatesis hemorrdgicas asociadas a otras
enfermedades primarias, etc). Por este motivo, y teniendo en cuenta que por lo general el
veterinario no estd familiarizado con los aspectos bioquimicos y moleculares de la
funcionalidad plaguetaria, hemos creido conveniente realizar una revisién bibliografica
exhaustiva en la cual se describen ampliamente los principales mecanismos implicados en los
fenémenos de activacion de estas células.



OBJETIVOS DEL TRABAJO

Al plantearnos el presente trabajo, y considerando los argumentos expuestos en el
apartado anterior, nos propusimos un objetivo fundamental:

1°.- Estudio de 1a participacién del metabolismo de polifosfoinos{tidos en la secrecién
de serotonina inducida por agonistas fisiol6gicos (trombina) y afisiol6gicos (iondforo cdlcico
A23187) en plaquetas caninas.

Queremos resefiar asimismo que a medida que nuestro trabajo fue avanzando, fue
adquiriendo cada vez mds importancia otro pardmetro de activacién sobre el cual no pudimos
encontrar informacién en la bibliografia consultada, por lo que su estudio se convirtié en un
segundo objetivo de nuestro trabajo:

2°,- Estudio de las vias de liberacidén de 4cido araquiddnico en plaquetas caninas
estimuladas por diversos agonistas.

De esta forma hemos pretendido, por un lado, contribuir al mejor conocimiento de los
mecanismos moleculares implicados en los fendmenos de secrecién celular, y por otro,
profundizar en el estudio de la funcionalidad de las plaquetas caninas, esclareciendo algunos
aspectos de sus vias de activacién que hasta el momento no hab{an sido descritos.
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INTRODUCCION



1. PAPEI. DE LAS PLAQUETAS EN PROCESOS FISIOLOGICOS Y
PATOLOGICOS

Las plaquetas son c€lulas sanguineas anucleadas, producidas por la fragmentacién de
los megacariocitos de la médula dsea.

El mimero normal de plaquetas circulantes en el perro oscila entre 150.00-500.000/ 1,
con un volumen medio de 7.3-8.3 fl. La vida media de las plaquetas en esta especie es de
unos 6-9 dias, permaneciendo en condiciones normales un 30% del total de plaquetas
secuestradas a nivel del bazo. Una vez cumplido su periodo vital, las plaquetas serén
destruidas por las c€lulas del sistema reticulo endotelial del bazo, higado y médula 6sea
(1,2).

La funcién principal de las plaquetas consiste en participar en el fenémeno de la
hemostasia. La hemostasia es €l complejo proceso fisiolégico a través del cual se previenen
y controlan las extravasaciénes de sangre a partir de vasos lesionados mediante la formacién
de parches estables de fibrina. En 1a hemostasia estdn implicados tres sistemas principales que
interactian entre sf : la pared vascular, las plaquetas sangu{neas, y los factores solubles que
participan en Ia cascada de la coagulacién.

La participacién de las plaquetas en la hemostasia comprende su adhesién al
subendotelio, 1a secrecién o sintesis de determinados compuestos vasoconstrictores, y su
agregacion final para formar un auténtico parche plaquetario que evita mecidnicamente la
extravasacién de sangre.

Ademds de su importante participacién en la hemostasia, las plaquetas achian también
como mediadoras en los fenémenos de inflamacién y reacciones inmunoldgicas merced a los
compuestos que contienen en sus granulos citoplasméticos y a su capacidad para fijar
inmunoglobulinas y para activar la cascada del complemento.

Cualquier alteracién de ia reactividad normal de estas células puede contribuir a fa
patogénesis de diversas enfermedades o a sus complicaciones tromboembélicas. Entre las
miltiples patolog ias en las que las plaquetas pueden verse involucradas, destacan la trombosis
y aterosclerosis, las complicaciones vasculares de la diabetes mellitus, la cardiopatia
isquémica, alteraciones renales como €l sindrome nefrético y las glomerulonefritis, y las
reacciones de rechazo a los érganos trasplantados (2,3,4,5,6).
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2. RESPUESTAS PLAQUETARIAS DE ACTIVACION

Una caracter{stica fundamental de estas células radica en su capacidad de respuesta
frente a una gran variedad de estimulos externos. Tras ser estimuladas, las plaquetas
experimentan una serie de cambios morfoldgicos y metabélicos que incluyen basicamente
fenémenos de adhesién y cambio de forma, seguidos de agregacidn y secrecién (7).

Existe un gran niimero de agentes capaces de inducir este tipo de respuestas en las
plaquetas, incluyendo compuestos tan diferentes como proteasas (trombina), proteinas
estructurales (coldgeno), fosfolipidos (platelet-activating-factor, PAF) y muchos otros de
dificil clasificacién. Sin embargo, a pesar de esta gran heterogeneidad, todos los agonistas
plaquetarios fisiolégicos comparten una caracteristica comiin dentro de sus mecanismos de
accidn: la unién a receptores especificos sobre la superficie plaquetaria. La sefial emitida por
los receptores activados serd transducida a través de la membrana plasmaitica dando lugar a
la estimulacién y regulacién de determinados sistemas efectores ; al activarse, estos sistemas
efectores modulardn los niveles de una serie de mensajeros intracelulares que serdn los que
finalmente desencadenen las respuestas plaquetarias (Fig. 1)

Sefial Extracelular

| RECEPTOR
TRANSDUCTOR l

!
CTOR

| EFE

membrana

Mensajero Intracelular

Respuesta Plaquelaria

FIG. 1. TRANSFORMACION DE SENALES EXTRACELULARES EN RESPUESTAS
CELULARES
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Las respuestas de activacién que experimentan las plaquetas tras el contacto con un
estimulo, pueden agruparse en dos grandes categorias:

2.1.- Respuestas reversibles

En este grupo se incluyen: -Adhesién
-Cambio de forma
-Agregacién primaria reversible

2.2.- Respuestas irreversibles

Incluyen: - Secrecién
- Agregacién secundaria irreversible

No se conoce con exactitud la finalidad de las reacciones de tipo reversible, si bien es
probable que puedan estar asociadas con ciertas funciones plaquetarias relacionadas con el
mantenimiento de la integridad de la pared vascular (8,9).

Las respuestas de tipo irreversible estdn implicadas fundamentalmente en los
fenémenos de hemostasia y coagulacién, asi como en numerosos procesos patoldgicos, como
la cardiopatia isquémica por obliteracion de los vasos sanguineos coronarios y otras
complicaciones tromboembdlicas de etiolog{a diversa.

2.1.- Respuestas reversibles
2.1.1.- Adhesién

La adhesién y el cambio de forma son las primeras respuestas plaquetarias
frente a los estimulos fisiolégicos. Cualquier lesién vascular que conlleve la exposicion del
subendotelio, inducird la inmediata adhesién de las plaquetas a este dltimo mediante la
interaccién de dos macroproteinas especificas: el coldgeno y el factor de von Willebrand
(VWF) (10,11).

El vWF actia de "puente” entre las plaquetas y el coldgeno subendotelial, uniéndose
mediante distintos dominios de su molécula por un lado a un receptor de membrana
plaquetario (Glicoproteina Ib), y por otro a las fibras de coldgeno subendotelial (12,13,14).
La intervencién del vWF es esencial para que se pueda producir eficazmente la adhesién de
las plaquetas a la pared vascular; las plaquetas de pacientes con enfermedad de von
Willebrand (niveles disminu{dos de vWF), y las procedentes de enfermos con sindrome de
Bernard-Soulier (ausencia del receptor para vWF), muestran una capacidad de adhesién al
subendotelio muy reducida (10,15).
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2.1.2.- Cambio de forma (*Shape-Change”)

Como consecuencia de su activacidn, las plaquetas experimentan una serie de
cambios morfolégicos hasta adoptar un aspecto caracteristico que las diferencia de las células
en reposo (16).

2.1.2.1.- Estructura de las plaquetas en reposo

Las plaquetas en reposo poseen un contorno discoide, mantenido por un potente haz
de microtiibulos dispuesto a manera de circunferencia inmediatamente por debajo de ia
membrana plasmdtica (17).

Estas células presentan miiltiples organelas dispersas por el citoplasma, siendo las m4s
abundantes los granulos de almacenamiento, que se clasifican en 4 grupos atendiendo a sus
caracter {sticas ultraestructurales, contenido y densidad electrénica; entre ellos se encuentran
los a-grdnulos, grdnulos densos, lisosomas y microperoxisomas.

a) a - granulos:

Los a-grénulos son las organelas intraplaquetarias mds abundantes; tienen un didgmetro
aproximado de 300-500 nm, con una forma oval o esférica, y vistos al microscopio
electrénico presentan un nucieoide de densidad moderada incluido dentro de una matriz
difusa y ligeramente granular,

Estos grdnulos contienen numerosas proteinas implicadas en fenémenos de
inflamacién, coagulacién y cicatrizacién de heridas, entre las cuales se incluyen:

- Proteinas adhesivas: - Fibrindgeno
- Fibronectina
- Trombospondina
- VWF

- Factores quimiotécticos

- Factores de crecimiento: - Factor de crecimiento plaquetario (PDGF)
- Factor de crecimiento transformante-8 (TGF-8)

- Factores antiheparinicos: - Factor plaquetario-4 (PF-4)
- B-Tromboglobulina (8-TG)

b) grénulos densos ;

Los grdnulos densos son menos numerosos y mds pequefios que los a-grdnulos, con
un didmetro que puede oscilar entre 200-300 nm. Son las organelas més electro-densas en
plaquetas tratadas con osmio, presentando una zona oscura central rodeada por un halo mds
claro.
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Los grdnulos densos contienen fundamentalmente:

- Nucleétidos de Adenina (ATP, ADP) implicados en el metabolismo
plaquetario y en los fenémenos de hemostasia.

- Aminas vasoactivas (Histamina y serotonina)
- Cationes bivalentes (Ca>* y Mg*")
c) Lisosomas:

Los lisosomas son pequeiias vesiculas de 175-250 nm de didmetro, que solamente son
visibles utilizando técnicas especiales de tincién, y que contienen diversas enzimas
proteoliticas (fosfatasas dcidas, aril-sulfatasa, etc).

d) Microperoxisomas:

Los microperoxisomas intraplaquetarios son muy pequefios y escasos, siendo la
catalasa su constituyente mayoritario,

Ademds de los grdnulos, las plaquetas poseen también otras organelas citoplasmaticas
entre las que se encuentran mitocondrias, pequefios grinulos de glucdgeno que sirven como
reserva energética, y una formacién membranosa que deriva directamente del Reticulo
Endopldsmico Liso del Megacariocito, y que recibe el nombre de Sistema tubular denso
(DTS). La misi6n principal del DTS consiste en mantener secuestrado el calcio intracelular
en las plaquetas en reposo, localizindose ademds en su membrana importantes actividades
enzimdticas (fosfolipasas, ciclooxigenasa) que serdn estimuladas durante las fases de
activacion celular,

La membrana plasméatica de las plaguetas en reposo presenta una superficie
homogénea y lisa, con pequeiios orificios correspondientes a las aperturas de los canales del
Sistema Canalicular Abierto (OCS); el OCS estd constituido por invaginaciones de la
membrana plasmdtica, que se difunden por todo el citoplasma plaquetario, facilitando as{ la
liberacién del contenido de los granulos durante la reaccién de secrecién (16). No obstante,
las plaquetas de los bdvidos carecen de OCS, por lo que su mecanismo de secrecién puede
ser distinto al de otras especies (18).

2.1.2.2.- Estructura de plaquetas activadas

Al ser estimuladas, las plaquetas experimentan cambios morfolégicos caracter isticos
("Cambio de forma"); pocos segundos despues de contactar con el agonista, las células
pierden su cldsico contorno discoide y adoptan una forma esférica, al mismo tiempo que
comienzan a emitir numerosos y largos pseudépodos. La membrana plasmdtica se torna
irregular y presenta protusiones amorfas (19).
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Estos cambios de la superficie externa plaquetaria se acompaiian también de
movimientos de las organelas citoplasmadticas, que se desplazan hacia el centro de la célula
como consecuencia de la contraccion de la banda circunferencial de microtibulos (20,21).

En plaquetas plenamente activadas, todas las organelas aparecen completamente
agrupadas en Ia zona central de la célula, rodeadas intimamente por un potente aniflo de
microtibulos y microfilamentos que continuard cerrdndose cada vez mds, hasta que el
contenido de los grdnulos secretores sea liberado a través de los canales del OCS durante la
reaccion de secrecion (16).

Todos los estimulantes plaquetarios inducen un Cambio de Forma completo, excepto
la epinefrina y los ésteres de forbol (22,23).

El Cambio de Forma experimentado por las plaquetas activadas es totalmente
independiente de los cationes extracelulares (Ca** , Mg**), y puede ser inducido sin que se
produzcan posteriormente agregacién y secrecion si se utilizan concentraciones bajas de
agonistas (24,25). ,

En la Fig. 2 se representa esquemdticamente la estructura de una plaqueta canina en
reposo (corte transversal), pudiéndose apreciar su contorno discoide y las distintas organelas
citoplasmaticas.

FIG. 2. ESTRUCTURA DE UNA PLAQUETA EN REPOSO (corte transversal)

MP: Membrana plasmdtica, GD: Grdnulos densos, MC: Mitocondrias, «G: Grénulos-ee,
AG: Aparato de Golgi, MT: Microtibulos, DTS: Sistema Tubular Denso, OCS: Sistema
Canalicular Abierto, Gluc: Grénulos de glucégeno, GP: Cubierta Glicoprotéica.
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2.1.3.- Agregacién

Por lo general, se pueden distinguir dos fases distintas dentro de la agregacién
plaquetaria (26,27).

a) La primera onda de agregaci6n o agregacién primaria, que es reversible y tiene
lugar sin que se produzca la reaccién de secrecién, y

b) La segunda onda de agregacién o agregacién secundaria, que ya es irreversible y
va siempre asociada a la secrecién plaquetaria.

2.1.3.1.- Agregacién primaria

La agregacién primaria, reversible, puede ser inducida por concentraciones bajas de
estimulantes plaquetarios, siempre en presencia de Ca™ y/o Mg (28) (solamente
concentraciones elevadas de agonistas muy potentes como la trombina son capaces de inducir
la agregacién en ausencia de calcio extracelular (24)). En estas condiciones, cuando el
agonista es débil o su concentracion es baja, la agregacién plaquetaria serd reversible, es
decir, que al cesar el estimulo se disociardn las plaquetas que estaban englobadas en los
agregados, retornando las células a su estado de reposo original.

La agregacién y desagregacién de las plaquetas, va asociada a la unién y disociacion
de fibrin6geno a sus receptores sobre la superficie plaquetaria (un complejo formado por las
Glicoproteinas ITb/1IIa) (29,30); para que se pueda producir la agregacion, es necesario que
estos receptores sean expuestos en la membrana plasmatica {(cosa que sélo sucede en plaquetas
activadas) (30), y que el fibrindgeno se una a ellos en presencia de cationes divalentes
(31,32). Parece que la unién de estos iiltimos (Ca** 6 Mg™) al complejo Gp IIb/IIIa, regula
la orientacién de este receptor sobre la superficie plaquetaria, haciendo posibie su interaccién
con el fibrindgeno (33,34).

2.2._- Respuestas irreversibles
2.2.1. Agregacién
2.2.1.1.- Agregacion secundaria

La agregacitn secundaria, ya irreversible, es una consecuencia directa de la reaccién
de secrecion; en otras palabras, lo que transforma la agregacién plaquetaria reversible en
irreversible, es precisamente €l proceso de secrecion; una vez que las plaquetas ya han
liberado el contenido de sus grdnulos al medio extracelular, la agregacién serd completamente
irreversible.

Asi, la formacién de grandes agregados plaquetarios irreversibles, estd mediada por

el ADP y Ca*" secretados a partir de los grdnulos densos (35), las proteinas adhesivas
(incluyendo fibrindgeno, fibronectina, trombospondina y vWF) liberadas de los a-grdnulos
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(36,37), y por los endoperdxidos ciclicos y Tromboxano-A, formados a partir del 4cido
araquiddnico liberado en el interior de las células tras la activacién (38).

La posibilidad de medir la agregacién plaquetaria in-vitro, ha contribuido de forma
importante al mejor conocimiento de 1a funcionalidad de estas células. En 1962, Born (39)
y O'Brien (40) describieron una técnica fotométrica sencilla que permitfa cuantificar la
agregacién plaquetaria: estos autores observaron que cuando se afadia un agonista a una
suspensiéon de plaquetas en agitacién, la transmitancia de luz a través de la muestra
aumentaba proporcionalmente al grado de agregacion de las plaquetas. Mediante este sencillo
método, es posible medir la agregacién plaquetaria en respuesta a una gran diversidad de
agonistas, pudiendo incluso diferenciarse las dos ondas de agregacién (reversible e
irreversible). Con esta misma técnica, se puede detectar también el cambio de forma
experimentado por las plaquetas antes de la agregacidn, ya que la esferizacién de su contorno
provoca un descenso transitorio de la transmitancia que aparece reflejado en la curva de
agregacion.

En la Fig. 3 aparecen representadas algunas curvas de agregacién plaquetaria
registradas con los agregémetros épticos convencionales, en las que se pueden apreciar el
cambio de forma y las dos fases de la agregacidn.

TRANSMISION OE LA LUZ

plaquetas Cambio
en reposo de :
Forma
ﬂagregac:bn
1.2 onda de reversible
T agregacion
Agonista
Secrecion O
+ agregacion
Irreversible
(2.# onda)

FIG. 3. CURVAS DE AGREGACION PLAQUETARIA
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2.2.2.- Secrecién ("Release Reaction”)

El proceso de secrecién plaguetaria consiste en la liberacién al medio extracelular del
contenido de los a-granulos, granulos densos y lisosomas (35).

La secrecién a partir de los a-granulos y grdnulos densos puede ser inducida por
cualquier agonista plaquetario, pero solamente altas concentraciones de trombina o coldgeno
son capaces de estimular la secrecién de los lisosomas (41).

Se han propuesto dos mecanismos diferentes de secrecion plaquetaria;

- uno de ellos consiste en la centralizacién de los granulos y su posterior fusién con
los canales del OCS para seguidamente liberar su contenido al exterior de la célula (42,43).

- el segundo mecanismo, descrito més recientemente, consiste en el desplazamiento
de los grdnulos hacia Ia periferia celular, dando lugar a la formacién de estructuras
multivesiculares asociadas a la membrana, que posteriormente se disociardn, vertiendo su
contenido al medio extracelular (44).

De esta forma, durante la reaccién de secrecién plaquetaria se liberan al espacio
extracelular los compuestos contenidos en los granulos citoplasmdticos, cuya misién principal
consiste en potenciar la activacidn de la plaqueta original y al mismo tiempo transmitir la
sefial de estimulacién a las células vecinas.

3. AGONISTAS PLAQUETARIOS FISIOLOGICOS

Se consideran agonistas plaquetarios fisiol6gicos aquellos agentes que estdn presentes
en el organismo en condiciones fisiolégicas y que son capaces de inducir respuestas
plaquetarias.

El mimero de agonistas plaquetarios descritos hasta el momento es realmente elevado,
desconociéndose en la mayoria de los casos ¢l papel fisiolégico que desempeiian muchos de
ellos.

3.1.- Clasificacién:

Los agonistas plaquetarios se dividen en débiles y fuertes, atendiendo a sus
requerimientos para inducir una activacién plaquetaria completa; estos requerimientos se
refieren principalmente a:

1. Presencia de cationes extracelulares

2. Necesidad de que se haya producido la primera onda de agregacién

3. Existencia de actividad ciclooxigenasa, con formacién de metabolitos oxigenados
activos del 4dcido araquidénico (endoperéxidos ciclicos y Tromboxano A,)
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Los agonistas débiles solamente podrdn inducir una activacién plaquetaria completa
(secrecién y agregacion irreversible), cuando se cumplan estos tres requisitos.

Por el contrario, los agonistas fuertes son capaces de inducir secrecién y agregacién
irreversible en ausencia de cationes extracelulares y de metabolitos del 4cido araquiddnico,
y sin necesidad de que se haya producido previamente una agregacién primaria.

Existen también una serie de agonistas de potencia intermedia, que pueden producir
secrecion sin agregacion previa y sin formacién de metabolitos del dc. araquiddnico, aunque
la inhibicién de la ciclooxigenasa y ia eliminacién del ADP reducen significativamente la
secrecion inducida por este grupo de agonistas.

Dentro de los agonistas débiles se incluyen el ADP y la epinefrina, mientras que los
agonistas fuertes por excelencia son la trombina y el coldgeno; los agonistas intermedios est4n
representados fundamentalmente por el PAF, la vasopresina y los andlogos de endoperdxidos
ciclicos y TxA,.

3.2.-Mecanismos de accién

3.2.1. Agonistas débiles e intermedios
3.2.1.1.- ADP
El ADP ejerce dos efectos distintos sobre las plaquetas:

a) * Por un lado induce las cldsicas respuestas de activacién plaquetaria; las
concentraciones bajas de ADP {0.1-0.5 uM) inducen el cambio de forma, mientras que
concentraciones superiores (1-5 uM) son capaces de estimular Ia agregacién y secrecién (45).

b) * Por otra parte, el ADP antagoniza la estimulacién de la adenilato-ciclasa inducida
por PGE, o PGI, (concentracién de ADP con 50% del efecto mdximo (EC50): 3 uM ) (46).
De esta forma, €1 ADP reduce los niveles plaquetarios de AMPc, aunque este hecho por si
mismo no es suficiente para inducir la activacién celular.

Estas dos acciones del ADP parecen ser procesos completamente independientes entre
si (47). Algunos autores postulan que el ADP produce estos dos efectos a través de dos
receptores diferentes (48), mientras que otros (49) piensan que ambos fendmenos estan
mediados por un tinico receptor. Los trabajos mds recientes (50,51) revelan como modelo
m4s probable para el mecanismo de accién del ADP, la unién de éste a dos lugares distintos
dentro de un mismo receptor, aunque dicho receptor no ha podido ser caracterizado atin.

Otro importante efecto del ADP sobre la funcionalidad plaquetaria, consiste en su

accién potenciadora sobre la activacién inducida por otros agonistas. Se ha demostrado la
existencia de este efecto potenciador del ADP en la estimulacién inducida por coldgeno (52),
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andlogos de endoperdxidos ciclicos (53), epinefrina (54), fibrinégeno (55) y por
concentraciones bajas de trombina (las concentraciones altas de trombina parecen actuar
independientemente del ADP) (56).

3.2.1.2.- Epinefrina

Ya en la década de los 60 se demostré que las catecolaminas pueden actuar como
estimulantes plaquetarios (57); dentro de ellas, la m4s potente parece ser la epinefrina. Si bien
las concentraciones de epinefrina presentes de forma fisioldgica en la circulacién sangufnea
son mucho menores (0.1 nM) que las necesarias para inducir la activacién plaquetaria in-
vitro (>0.1 uM) (58), se ha comprobado que concentraciones relativamente bajas de
epinefrina pueden incrementar la respuesta plaquetaria frente a otros agonistas (59,60), por
lo que se ha atribuido a la epinefrina un papel como potenciador fisiolégico de la activacién
plaquetaria, especialmente en las situaciones que van asociadas a aumentos de los niveles
sanguineos de esta catecolamina, como por ejemplo en los estados de stress (58).

La epinefrina, al igual que el ADP, ejerce dos acciones distintas sobre las plaquetas;
puede actuar como agente agregante 0 pro-agregante (concentraciones efectivas 0.4-1 uM)
(61,62), o bien como inhibidor de la adenilato-ciclasa (0.2-0.7 uM) (61,63).

Ambos efectos son mediados por la activacién de receptores a2-adrenérgicos (64). El
receptor a2-adrenérgico de las plaquetas humanas ha sido caracterizado recientemente (65),
y s ha demostrado que la unién de la epinefrina a este receptor estimula la actividad GTP-
asa de Gi (66) modulando asi la actividad adenilato-ciclasa plaquetaria.

3.2.1.3.-PAF (Factor Activador Plaquetario)

El PAF 6 PAF-aceter (1-O-alquil-2-O-acetil-sn-glicero-3-fosforilcolina) es un potente
activador celular, capaz de estimular diferentes tipos celulares entre los que se incluyen las
plaquetas, neutréfilos, monocitos, células endoteliales, células musculares lisas, neuronas,
y cé€lulas mesangiales (67). La gran diversidad de células-diana sobre las que puede actuar
el PAF, conduce a pensar que probablemente la accién biolégica principal de este fosfol {pido
no es precisamente la activacién plaquetaria (a pesar del nombre que ha recibido); no
obstante, su capacidad para estimuylar a las plaquetas al mismo tiempo que a otros tipos
celulares constituye un fenémeno de gran interés ya que establece conexiones entre las
reacciones alérgicas o inflamatorias y los mecanismos hemostdticos.

El PAF puede ser sintetizado por diversos tipos de células inflamatorias (neutréfilos,
baséfilos, macrdfagos (68) e incluso plaquetas (69,70) como consecuencia de su estimulacién.

Existen datos que indican la existencia de receptores especificos para el PAF en

plaquetas, si bien todav{a no han podido ser caracterizados por completo; algunos autores han
detectado en la membrana plasmdtica plaquetaria una proteina de 180 kDa y otra de 160 kDa
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capaces ambas de unirse al PAF (71). Existen numerosas evidencias de que el receptor del
PAF estd acoplado a una proteina-G andloga a las proteinas-G reguladoras del sistema
adenilato-ciclasa (72,73), aunque este punto todavia no ha podido ser confirmado.

Como consecuencia de la unién a su receptor, el PAF induce hidrélisis de
polifosfoinositidos con formacién de dcido fosfat{dico en plaquetas humanas y de caballos
(74,75), provocando también una reduccién de los niveles de AMPc al inhibir la adenilato-
ciclasa (76).

Hasta hace pocos afios se consideraba al PAF como mediador de una "tercera via"
de amplificacién de la activacién plaquetaria (77,27), pero en la actualidad ha quedado
descartada esta posibilidad (78,79).

3.2.1.4.- Vasopresina

La vasopresina, ademds de actuar fisiolégicamente como hormona antidiurética
induciendo la retencién renal de agua, e€s un potente activador plaquetario.

Se han descrito dos tipos distintos de receptores para la vasopresina: los receptores V,
que median sus acciones vasculares y glucogenoliticas, y los receptores V, mediadores de la
accion antidiurética a nivel renal. Los receptores V, estdn acoplados a la hidrélisis de
polifosfoinositidos y movilizacién intracelular de calcio (80,81), mientras que los del tipo V,
inducen la estimulaciébn de la adenilato-ciclasa (82). El receptor plaquetario para la
vasopresina es del tipo V, vascular (83,84,85), existiendo numerosas evidencias que sugieren
su acoplamiento a la proteina-G-reguladora de la hidrélisis de polifosfoinositidos (86).

3.2.1.5.- Acido araquidénico, endoperéxidos ciclicos y Tromboxano A,

Una vez liberado en el interior de las plaquetas estimuladas, el dcido araquidénico
(20:4) ser4 transformado en los endoperéxidos ciclicos PGG, y PGH, (EPs) por accién de
la ciclooxigenasa, y posteriormente en Tromboxano-A, (TxA,) por la tromboxano-sintetasa
(87,88) (ver apartado 5.3.). Estos metabolitos actiian como potentes activadores plaquetarios,
pero son extremadamente ldbiles (vida media del TxA, = 30sg (88) ); todos ellos inducen la
secrecién y agregacion plaquetarias a bajas concentraciones (10-100 nM), siendo el TxA,; el
mds poteate (89).

Mediante la utilizacién de andlogos estables de estos metabolitos oxigenados activos
del 4cido araquidénico se ha podido profundizar en el estudio de su mecanismo de accién
sobre las plaquetas; éstas parecen poseer en su superficiec un receptor comiin para los
endoperéxidos ciclicos y el TxA,, designado generalmente como receptor PGH,/TxA, (108),
cuya presencia en plaquetas caninas ha sido demostrada por Mais y col. (90).
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La PGH, y el TxA, formados a partir del 4cido araquidénico en el interior de las
plaquetas activadas, salen al medio extracelular para unirse a sus receptores sobre la superficie
plaguetaria. Esta unién a sus receptores especificos media sus efectos bioldgicos sobre las
plaquetas; los trabajos mds recientes indican que los receptores PGH,/TxA, estin muy
probablemente acoplados a prote{nas-G-reguladoras de la hidrélisis de polifosfoinos{tidos
(91,92).

3.2.2.- Agonistas fuertes

3.2.2.1.- Coldgeno

Como consecuencia de cualquier lesién a nivel del endotelio vascular, el coldgeno
subendotelial quedard expuesto y entrard en contacto con las plaquetas presentes en el
torrente circulatorio. Este contacto inducird inmediatamente la adhesién plaquetaria al
subendotelio, coincidiendo la mayorfa de los autores en que la estructura de triple hélice
del coldgeno nativo es absolutamente necesaria para que esta activacién plaquetaria se pueda
producir (93,94).

Parece que la adhesién de las plaquetas al coldgeno tiene lugar en dos fases; durante
la primera fase se produce un contacto directo de la membrana plaquetaria con el coldgeno
subendotelial, mientras que en la segunda fase el contacto estd mediado por proteinas
adhesivas (principalmente por el factor de von Willebrand y en menor medida por la
fibronectina) (94). La primera fase consistir{a en un "reconocimiento inicial”, mientras que
la segunda fase serviria para reforzar y amplificar la adhesién.

La proteina de membrana plaquetaria responsable de la interaccién directa inicial con
el coldgeno parece ser un polipéptido de 168 kDa identificado recientemente como la
glicoproteina Ia de la superficie plaquetaria (95,96).

3.2.2.2.- Trombina

La trombina (E.C. 3.4.21.5) es la principal enzima biorreguladora del fenémeno de
la hemostasia, participando en este tltimo a todos los niveles: plasmdtico, celular y vascular
97).

La trombina es la tinica serina-proteasa del sistema de coagulacién capaz de inducir
la activacién plaquetaria, siendo suficientes concentraciones del orden de 1 nM (100
miliunidades/ml) para desencadenar el cambio de forma, secrecién del contenido granular y
agregacion irreversible. Estos cambios fisioldgicos se acompafian también de cambios
bioquimicos que incluyen flujos de calcio, sintesis de eicosanoides, activacion del
metabolismo de fosfoinositidos y fosforilacién de proteinas.
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Los mecanismos por los cuales la trombina induce la activacién plaquetaria no han
podido ser del todo esclarecidos hasta el momento.

Ya en 1967, Davey y col. (98) describieron que para que se pudiera producir la
activacién plaquetaria era imprescindible que la trombina presentara una actividad proteolitica
completa, aunque posteriormente se demostré que la cinética del proceso de activacién no
se corresponde con una simple reaccién de proteolisis (99,100). Estos autores comprobaron
que , si bien se requiere trombina proteoliticamente activa para que se produzca la
activacién, no parece existir una transformacién catalftica de la trombina durante este
proceso, lo cual sugiere que la interaccién trombina/plaqueta se establece por dos
mecanismos: por un lado, se produce una cldsica reaccién enzimdtica (catalizada por Ia
trombina), y por otro una reaccién mediada por receptor (en la cual la trombina actuaria
COmo agonista).

Posteriormente se obtuvieron nuevos datos que apuntaban a la posible existencia de dos
vias diferentes de activacién plaquetaria por trombina (101): una de estas vias, sensible al
pretratamiento de las plaquetas con quimotripsina, parece modular la inhibicién de la
adenilato-ciclasa. La segunda via de activacién por su parte seria la principal responsable
de la estimulacién de los flujos de calcio, activacién de fosfolipasas y protefna-quinasas, y
de las reacciones de secrecién y agregacion.

Otra evidencia que parece confirmar la existencia de dos mecanismos de activacién
de las plaquetas por trombina, es el hecho de que ciertas respuestas plaquetarias requieren
solamente una exposicién breve de las plaquetas a la trombina, mientras que otras requieren
la presencia continua de este agonista para ser inducidas (102,103).

Los datos disponibles hasta el momento sugieren que la via de activacién sensible a
la quimotripsina corresponde a los procesos que requieren la exposicién continuada a la
trombina, mientras que la segunda via podria corresponder a las respuestas de activacién
que solamente necesitan la ocupacién transitoria del receptor.

Estudios recientes sobre la unién de la trombina a la superficie plaquetaria parecen
demostrar también que este agonista induce Ia activacidn plaquetaria a través de diversos
mecanismos. La capacidad que posee la trombina para unirse a las plaquetas intactas fue
descrita hace ya muchos afios (104,105), aunque no se han podido identificar los puntos de
unidén hasta hace poco tiempo. En la actualidad, se ha demostrado que la trombina interactiia
con la superficie plaquetaria en dos lugares distintos como m{nimo: el primero de ellos radica
en la glicoproteina Ib de la membrana plasmitica plaquetaria (106,107), y el segundo en la
glicoproteina V (108,109).

Los trabajos de Harmon y Jamieson (110,111,112) han puesto en evidencia que existen
tres tipos de receptores para la trombina sobre la superficie plaquetaria: de alta afinidad (50
receptores/plaqueta, Kd:0.3 nM), de moderada afinidad (1700 rec./plaqueta, Kd:11 nM), y
de baja afinidad (590.000 rec./plaqueta, Kd:2900 nM). Sus resultados parecen indicar que
los puntos de unién de alta afinidad se localizan en la glicoprote{na Ib, la cual actuaria como
un receptor cldsico que podria ser precisamente el mediador principal de la activacién
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plaquetaria inducida por la trombina. ( La Gp Ib es una protefna integral de membrana, que
atraviesa la bicapa lipidica para interactuar con proteinas del citoesqueleto, especialmente
con la "actin-binding-protein” (113) ).

La segunda interaccién especifica de 1a trombina con la superficie plaquetaria estd
relacionada con la actividad proteolitica de este agonista; como se ha mencionado
anteriormente, la trombina es una serina-proteasa capaz de hidrolizar determinados enlaces
peptidicos de las protefnas (114). Se ha comprobado que la trombina degrada
proteol{ticamente un sustrato especifico sobre la membrana plaquetaria, la glicoproteina
V, con la subsiguiente liberacién al medio del fragmento hidrolitico Gp V{1 (108).

Sin embargo, aunque se hayan podido identificar en las plaquetas estos dos puntos
especificos de unién para la trombina, se desconoce todav{ia en qué medida las interacciones
de la trombina con estas dos glicoprotefnas estdn implicadas en los fenémenos de activacién
plaquetaria. Asf, la eliminacién de 1a Gp Ib y la Gp V de la superficie plaquetaria por la
accidn de distintos compuestos reduce considerablemente el nimero total de puntos de unién
para la trombina, pero no bloquea la capacidad de agregacién plaquetaria en respuesta a este
agonista; si bien la agregacién tarda més tiempo del normal en producirse, su intensidad
permanece inalterada (115,116).

Estos datos sugieren que las glicoproteinas Ib y V pueden estar implicadas en la
aceleraciéon de la activacién inducida por la trombina, pero sin ser esenciales para la
induccién de la respuesta. Por consiguiente, es muy probable que la trombina interactiie
ademds con otros puntos de Ia superficie plaquetaria todavia no identificados.

4. MECANISMOS DE ACTIVACION PLAQUETARIA

4_1.- Activacién via receptor

La activacién plaquetaria es un proceso complejo, en el cual estdn implicados diversos
mecanismos que interactian entre si. Prdcticamente ninglin agonista plaquetario puede
atravesar la membrana plasmética, por lo cual les resulta imposible alcanzar directamente sus
sistemas-diana en el interior de la célula. En consecuencia, la sefial emitida por la interaccién
del agonista con su receptor sobre la superficie plaquetaria, debe ser transmitida de algiin
modo a los sistemas efectores intracelulares, para lo cual las plaquetas disponen de diversos
mecanismos: La activacién del receptor como consecuencia de su interaccién con el agonista
serd transducida a través de la membrana plasmética hacia el interior de la célula mediante
una unidad de transduccidn de la sefial. Seguidamente, la sefial serd transmitida por segundos
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mensajeros que pondrin en marcha una serie de seiiales intracelulares para inducir la
fosforilacion de determinadas protefnas plaquetarias y el ensamblaje del citoesqueleto,
fenémenos que desencadenardn finalmente las respuestas celulares.

4.1.1.- Unidad de transduccién de membrana

La unidad de transduccién de membrana estd integrada por tres componentes
principales: en primer lugar el propio receptor, que estd acoplado a una protefna-G
reguladora que transmite la sefial emitida por el receptor activado al tercer componente de la
unidad de transduccién, la fosfodiesterasa especifica que hidroliza el 1{pido precursor de los
segundos mensajeros. (Fig.4):

Unidad de l
Transduccion de

Membrana — Calt

FIG. 4. TRANSDUCCION DE SENALES DE ORIGEN EXTRACELULAR
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4.1.1.1.- Receptor

La activacién plaquetaria es un proceso complejo, que puede ser inducido por una gran
variedad de est{mulos; en la actualidad, se conocen los puntos de unién sobre Ia superficie
plaquetaria para la mayoria de los agonistas, pero solamente se han podido purificar y
caracterizar algunos receptores (Receptores de; Trombina (107,108), Coldgeno (95), vWF
(14) , Endoperéxidos/TromboxanoA, (89,90) , ADP (51) , PAF (71), Vasopresina (84),
Epinefrina (65), ver apartado 3.2.).

La unién del agonista a su receptor especifico desencadena la activacién de este
dltimo; esta sefial de activacién debe ser seguidamente transmitida a través de la membrana
plasmdtica al interior de la célula, proceso que en plaquetas parece estar mediado por
proteinas-G-reguladoras (si bien no se excluye la posibilidad de que existan también
receptores plaquetarios con capacidad de autofosforilacién ya que recientemente se han podido
detectar niveles altos de actividad tirosina-quinasa en las membranas de estas células
(117,118) ).

4.1.1.2.- Proteinas-G-Reguladoras

Las proteinas-G ("Guanine-binding-proteins™) constituyen una familia de prote{nas
reguladoras que actian como mediadoras de las interacciones entre los receptores de la
superficie celular y los efectores intracelulares correspondientes (119).

Originalmente descubiertas por su participacién en el metabolismo del AMPc (120),
las proteinas-G han ido adquiriendo una gran importancia en los iltimos afios, habiéndose
demostrado su implicacién en procesos de transduccién de luz (121), movimientos de iones
(122,123), posiblemente en el metabolismo del 4cido araquidénico (124,125) y muy
probablemente también en la hidrélisis de fosfoinositidos (126,127) y otros fosfolipidos
(128,129),

Segin el modelo de transduccion de la sefial propuesto para la activacién de la
adenilato-ciclasa (Fig.5), los receptores de las células en reposo estdn pre-acoplados a una
proteina-G cuya subunidad-ca estd unida a GDP (a). 1.a unién del agonista con su receptor
induce los siguientes cambios estructurales en la proteina-G:

- El GDP unido a la subunidad-a se disocia y es reemplazado por GTP (b); esto
ocasiona por un lado un descenso de la afinidad del receptor por el agonista, y por otro la
disociacién de la proteina-G en sus subunidades-a (activa) y -8/7 (c). La posterior hidrdlisis
del GTP a GDP (d) induce la reasociacién de ambas subunidades, volviendo la proteina-G
a su estado inicial (inactivo) (a).
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FIG. 5. ACTIVACION DE PROTEINAS-G-REGULADORAS

La mayoria de los receptores plaquetarios muestran al menos dos tipos de afinidades
(alta y baja) para sus agonistas. Todo parece indicar que la interaccién del agonista con su
receptor da lugar a la formacién de un complejo de alta afinidad integrado por
Agonista/Receptor/Prote{na-G ; seguidamente, 1a unién de GTP a la proteina-G induce su
disociacién del receptor, convirtiéndose entonces el complejo Agonista/Receptor en un
complejo de baja afinidad (119).
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4.1.1.2.1.- Proteinas-G en plaquetas

Se ha podido evidenciar la existencia de diversas proteinas-G en plaquetas; Gs
(estimulante de la formacién de AMPc), Gi (inhibidora de la formacién de AMPc), y muy
probablemente Gp (activadora de la PLasa-C responsable de la hidrdlisis de
polifosfoinositidos). Actualmente se postula también la existencia de una nueva proteina-G
reguladora de la actividad PLasa-A, plaquetaria ("Gx") (ver apartado 5.2.2.), cabiendo
asimismo la posibilidad de que exista en plaquetas una prote{na-G-reguladora de la hidrélisis
de Fosfatidilcolina.

* Gs media la activacion de la adenilato-ciclasa, y en plaquetas estd acoplada a los
receptores de PGL/PGE,, PGD,, y receptores 8-adrenérgicos; 1a unién de cualquiera de estos
compuestos a sus receptores origina una elevacion de los niveles intraplaquetarios de AMPc,
bloqueando la activacién plaquetaria a varios niveles (ver apartado 4.1.2.2.1.).

* Gi es la proteina inhibidora de la adenilato-ciclasa, y su estimulacién induce un
descenso de los niveles de AMPc. En plaquetas, Gi estd acoplada a los receptores a-
adrenérgicos (receptor para epinefrina) (130), y también al receptor de la trombina (131,132).

La inhibicién de la adenilato-ciclasa inducida por accién de la epinefrina no ocasiona
directamente la activacién plaquetaria, por lo que se piensa que la proteina-Gi en plaquetas
puede estar acoplada a otros sistemas ademds de al metabolismo del AMPc, constituidos por
ejemplo por canales iénicos (133) u otros mecanismos de activacién celular todavia
desconocidos.

* Gp es la supuesta proteina estimulante de la actividad PLasa-C de membrana
responsable de la hidrélisis de polifosfoinos{tidos.

Aunque esta proteina todavia no ha podido ser purificada en plaquetas, existen
muchas evidencias que indican su existencia en la membrana plasmdtica de estas células y su
acoplamiento a los receptores para PAF (91), vasopresina (132), trombina (134) y
posiblemente TxA,/Endoperéxidos (92).

* Cada vez son mds los autores que sugieren que la hidrélisis de Fosfatidilcolina (PC)
inducida por muiltiples agonistas en diversos tipos celulares puede participar de manera
importante en la transduccién de sefiales, existiendo numerosas evidencias que indican la
implicacién de proteinas-G-reguladoras en 1a degradacion de este fosfolipido (129). Estudios
recientes en plaquetas humanas apuntan la posible participacién de estas nuevas proteinas-
G en los fendmenos de activacién plaquetaria (135).
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Considerando en conjunto todo lo expuesto anteriormente, es evidente que existen
diversos agonistas plaquetarios cuyas acciones estin mediadas por prote{nas-G, si bien el
receptor para la trombina parece ser el unico que estd acoplado a dos proteinas-G
simultdneamente: por una parte, a la prote{na-Gi inhibidora de la actividad adenilato-ciclasa,
y por otra parte a la hipotética proteina Gp- estimulante de la PLasa-C (131,132). Por lo
tanto, la unién de la trombina a su receptor inducird de forma paralela una reduccién de los
niveles de AMPc y el ataque de la PLasa-C sobre los polifosfoinositidos.

En la Fig.6 aparece un esquema de las interacciones de los distintos receptores
plaquetarios con las proteinas-G correspondientes.

Vasopresina Agonista ?
PGL/PGE, PAF
Epinefrina . Trombina
eaD, Endeperaxidos, Tromboxano Ay l

RN !

Gs Gi
_ s/\B& /\ o "

estimulacion Inhiblcion sctivacion estimulecion
adenilato-ciclasa adeniiato-ciclasa foafolipasa C Plasa-A,

FIG. 6. INTERACCIONES DE DIVERSOS RECEPTORES PLAQUETARIOS CON
PROTEINAS-G-REGULADORAS

4.1.1.2.2.- Existencia de Gp en plaquetas

Los autores que proponen la existencia de Gp en plaquetas, se basan principalmente
en la capacidad del GTP y sus andlogos-no-hidrolizables para estimular la degradacién de
los fosfoinos{tidos en plaquetas permeabilizadas (134,136,137) y en el hecho de que los
andlogos del GDP (como el GDPBS) (138) y la toxina-pertussis (139,140) bloqueen la
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hidrélisis de polifosfoinosftidos; ademds, se ha comprobado que el NaF (activador directo
de las proteinas-G por inhibir la actividad GTP-asa), induce la activacién de la PLasa-C en
plaquetas (141).

Los resultados de los estudios sobre la sensibilidad de Gp-plaquetaria a toxina-pertussis
(la cual ADP-ribosila e inactiva a Gi), son contradictorios; algunos autores (142,125)
sostienen que la toxina-pertussis no tiene efecto inhibitorio sobre la actividad PLasa-C
estimulada por trombina o GTP-7S, mientras que en otros trabajos se describe que la
protefna-Gp plaquetaria si es sensible a concentraciones elevadas (19 ug/ml) de toxina-
pertussis (139,140).

La identidad real de la proteina-Gp en plaquetas no ha podido ser aclarada hasta el
momento, a pesar de los numerosos intentos realizados para purificar Gp a partir de
preparados de estas células. Brass y col. (139) han demostrado que el tratamiento de plaquetas
permeabilizadas con toxina-pertussis ADP-ribosila una proteina de 41 kDa de peso molecular
("a41™), que podria corresponder a ap; sin embargo, estos autores no descartan que esta
"a41" que resulta fosforilada sea en realidad ai (la subunidad-a de Gi). Otros grupos (140)
han aislado en las mismas condiciones dos protefnas ADP-ribosiladas: una de 30 kDa (a30)
y otra de 41 kDa (a41), sugiriendo que a30 podria corresponder a ap. Lapetina y col (143),
proponen que Gp podria estar relacionada con las proteinas-G de pesos moleculares entre
21-30 kDa que su grupo ha aislado recientemente en plaquetas.

Algunos autores aseguran que la proteina-Gp plaquetaria es distinta de Gi basdndose
en la incapacidad de la epinefrina (la cual estimula a Gi) para inducir la activacién de la
PLasa-C (25,144). Sin embargo, y a pesar de que la mayoria de los autores se inclinan por
la hipétesis de que Gp es distinta de Gi, con los datos existentes hasta el momento no se
puede descartar atn la posibilidad de que en realidad se trate de la misma proteina ejerciendo
dos funciones diferentes.

4.1.1.2.3.- Regulacion de Gp en plaquetas

Basdndose en estudios realizados con GDPBS y toxina-pertussis en plaquetas
permeabilizadas, Lapetina y col. (145), han sugerido la existencia de una prote{na-G adicional
en plaquetas que tendr ia efectos inhibitorios sobre Gp (asemejando asi este sistema al sistema
de la adenilato-ciclasa, en el que Gi inhibe a Gs).

Este grupo no descarta que 1a propia Gi pueda ser la responsable de 12 inhibicién de
Gp, habiendo propuesto que la disociacién de la subunidad-ai como consecuencia de la
interaccién de la trombina con su receptor, y la posterior fosforilacidn de esta subunidad-ai
por la PKC, podrian inducir el desacoplamiento del complejo Receptor/Gp/PLasa-C
interrumpiendo asi la hidrélisis de polifosfoinositidos (146).

Sin embargo, las evidencias en favor de este modelo son todavia insuficientes,

permaneciendo atin sin aclarar la posible existencia de una proteina-G inhibidora de Gp y su
mecanismo regulador.
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4.1.1.3.- Fosfolipasa-C

El punto critico regulado por la activacién del receptor parece ser el ataque
fosfodiastérico del PtdIns(4,5)P, por una fosfolipasa-C especifica (EC.3.1.4.10.), conocida
también con el nombre de fosfoinositidasa (147).

Se ha demostrado repetidamente la existencia de una PLasa-C especifica para lipidos
de inositol en las plaquetas (148). La activacién de esta PLasa-C es completamente
dependiente de la ocupacién de receptores; solamente los agonistas que se unan a receptores
especificos sobre la superficie plaquetaria inducirdn la hidrélisis de fosfoinositidos por la
PLasa-C.

Aunque se ha podido detectar cierto grado de actividad fosfolipasa-C a nivel de las
membranas, 1a localizacién de esta enzima en las plaquetas en reposo es predominantemente
citosélica (149). Sin embargo, los receptores plaquetarios y los sustratos para esta enzima se
sitian en la membrana plasmdtica; esto implica que, en algin momento durante las primeras
fases de la activacién plaquetaria, la PLasa-C debe ser traslocada desde el citoplasma a la
membrana plasmdtica para as{ poder interactuar con la supuesta prote{na-Gp, o bien cabe
la posibilidad de que alguna subunidad de Gp abandone la membrana para contactar con la
PLasa-C en el citosol (150,151).

Los requerimientos de calcio de la Fosfoinositidasa parecen ser variables en los
diferentes sistemas celulares; en plaquetas (152,153,154) y algunos otros tipos celulares
(parétida (155), hepatocitos (156), fibroblastos {(157), ganglio cervical superior (158)), la
hidrélisis de polifosfoinositidos es completamente independiente del calcio extracelular. Sin
embargo, en otros tejidos (neutréfilos (159), pancreas (160), sinaptosomas y cortical
cerebrales (161), células musculares lisas iridales (162)), la estimulacién de la fosfoinositidasa
es al menos parcialmente dependiente de calcio, y en 1a mayoria de los casos activable por
iondforos célcicos. En cualquier caso, la presencia de GTP o de sus andlogos no
hidrolizables en el medio de incubacién reduce significativamente la concentracién de calcio
requerida para la activacién de la fosfoinositidasa (151), disminuyendo asimismo los niveles
de calcio necesarios para la secrecién de serotonina inducida por trombina en plaquetas
permeabilizdas (136). Estas observaciones indican que las prote{nas-G aumentan la
sensibilidad al calcio de la fosfoinositidasa, aunque el mecanismo intimo de este fendémeno
no ha podido ser esclarecido hasta el momento. (Las acciones de las proteinas-G como
moduladoras de la sensibilidad al calcio de la PLasa-C parecen ser independientes de sus
funciones en la transduccién de senales descritas en el apartado 4.1.1.2.).

Por otra parte, se ha comprobado en repetidas ocasiones que la concentracion de
calcio requerida para 1a activacién de la hidrélisis de PtdIns(4,5)P, por la fosfoinositidasa en
plaquetas, es igual o inferior a la concentracién citosélica de calcio existente en las células
en reposo {0.1uM) (154). En consecuencia, es evidente que la concentracién citoplasmdtica
de calcio no es un factor limitante para el ataque de la fosfoinositidasa sobre el PtdIns(4,5)P,
(163,153,154), aunque si puede serlo para la degradacion de PtdIns(4)P y/o PtdIns
{163,164).
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Los ionéforos célcicos (A23187, ionomicina), que provocan la activacion plaquetaria
como consecuencia del aumento de la concentracion citosélica de calcio al movilizarlo a partir
de los depositos intracelulares, no inducen la hidrélisis de los fosfoinositidos (165,166) (ver

apartado 4.2.).

La PLasa-C plaquetaria muestra una relativa especificidad por los polifosfoinositidos
(150). En general los estudios sobre actividad PLasa-C revelan que esta enzima hidroliza
aproximadamente en igual medida Ptdins, PtdIns(4)P y PtdIns(4,5)P, en presencia de
concentraciones milimolares de calcio, pero sin embargo parece mostrar una mayor afinidad
por PtdIns(4,5)P, cuando 1a concentracién de calcio estd en €l rango micromolar (150,167).

Estudios in-vifro han demostrado que el contenido en dcidos grasos de un
fosfoinositido no es un factor determinante para su degradacién por la PLasa-C (168); sin
embargo, se ha comprobado que en plaquetas intactas estimuladas existe una clara preferencia
de la PLasa-C por los fosfoinositidos de las especies 1-acil-2-araquidonil. Esto puede ser
debido a una compartimentalizacién especial de enzima y sustrato dentro de la célula
(169,170).

La activacién de la Fosfoinositidasa estd implicada en todas las respuestas de
activacién plaquetaria: cambio de forma, secrecidn y agregacién. Sin embargo, parece que
la activacién de la PLasa-C que va asociada al cambio de forma es distinta de la que se
produce durante la secrecién, habiéndose descrito una activacién bifdsica de esta enzima en
las plaquetas estimuladas con trombina; tras la unién de la trombina a su receptor, se observa
una ligera activacién inicial de la PLasa-C durante el cambio de forma, seguida de una
activacién m4s intensa y sostenida durante el proceso de secrecién (25).

4.1.2. Segundos mensajeros
4.1.2.1.- Segundos mensajeros transmisores de sefiales de activacidn
Al igual que en otros muchos tipos celulares, la unién de los agonistas a sus receptores
especificos sobre la superficie plaquetaria desencadena el ataque fosfodiastérico del
PtdIns(4,5)P,, dando lugar a la formacidén de dos segundos mensajeros:
1. Inositol 1,4,5-Trisfosfato (Ins(1,4,5)P,)
2. 1,2-Diacilglicerol (1,2-DAG)
* Como consecuencia del ataque de la PL-C sobre el PtdIns(4,5)P, también se forma
Inositol (1:2-ciclo 4,5)-trisfosfato (Ins(1:2cyc,4,5)P,), aunque en mucha menor
proporcién que el Ins(1,4,5)P, (el Ins(1:2cyc,4,5)P, representa menos del 5% de los

inositoles-fosfato generados por la hidrélisis del PtdIns(4,5)P,, mientras que el
Ins(1,4,5)P, representa més del 95% )
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POLIFOSFOINOSITIDOS PLAQUETARIOS

Los 1fpidos de inositol constituyen aproximadamente el 5-10 % del total de los
fosfol ipidos en 1a mayorfa de las células animales inclufdas las plaquetas. Al igual que otros
fosfolipidos acidicos, los fosfoinosftidos se localizan predominantemente en la porcién
citopldsmica de las membranas plasmdtica e intracelulares (171). En las plaquetas, el
fosfatidilinositol (PtdIns) estd presente tanto en la membrana plasmética como en las
intracelulares (DTS), mientras que los polifosfoinositidos, fosfatidilinositol 4-fosfato ( PtdIns-
(4)P ) y fosfatidilinositol 4,5-bifosfato ( PtdIns(4,5)P, ), se localizan casi exclusivamente en
la membrana plasmadtica (172,173).

El fosfoinos{tido mayoritario en plaquetas es el PtdIns, ya que el PtdIns(4)P y el
PtdIns(4,5)P, constituyen menos del 10% del total de fosfoinositidos en estas células. En las
plaquetas en reposo existe una continua interconversién de fosfoinos{tidos mediada por la
accién de quinasas-asociadas a membrana y fosfatasas-citosélicas (174,175).

Algunos autores han descrito recientemente la existencia de un nuevo
polifosfoinositido ( PtdIns(3,4)P, ) en plaquetas humanas estimuladas con trombina, indicando
asi la existencia de actividad fosfoinositido-3-quinasa en estas células (176). Este nuevo
polifosfoinositido no parece servir de sustrato a la Fosfoinositidasa, habiéndose sugerido su
posible implicacioén en los fendmenos de proliferacién y transformacion celular (176,177).

METABOLISMO DE POLIFOSFOINOSITIDOS

En Ia actvalidad existe una extensa bibliograffa acerca de la rdpida hidrélisis que
experimentan los polifosfoinositidos como consecuencia de la activacién de receptores en
numerosos sistemas celulares; entre la gran variedad de estimulos capaces de inducir esta
respuesta se incluyen neurotransmisores, factores de crecimiento, hormonas, proteasas e
incluso 1a luz (amplias revisiones sobre el tema en referencias 178 y 179).

La primera evidencia sobre la activacién de! metabolismo de fosfoinosftidos en
plaquetas estimuladas, se obtuvo al demostrar que tras activar plaquetas marcadas con *P
aumentaba la incorporacion de *P en dcido fosfatidico , PtdIns, PtdIns(4)P, y PtdIns(4,5)P,
(180,181). Mi4s tarde, se pudo comprobar que la trombina inducfa un aumento transitorio
de los niveles de diacilglicerol acompafiado de un descenso del PtdIns (182,183), y se
describié una PLasa-C plaquetaria especifica para fosfoinos{tidos (182,184). Estos hallazgos,
junto con la demostracién de la existencia de las enzimas necesarias para la resintesis de
PtdIns a partir de 4cido fosfat{dico en plaquetas (185,186), sirvieron de base para establecer
la existencia de un metabolismo de fosfoinositidos activable por ciertos agonistas en estas
células.

El metabolismo de los fosfoinositidos aparece representado esqueméticamente en la
Fig.7.
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Numerosos estudios han demostrado que como consecuencia de la estimulacién de las
plaquetas de diversas especies con determinados agonistas ( trombina, coldgeno, serotonina,
vasopresina, PAF, ADP, 4cido araquiddnico, y andlogos de endoperdxidos ciclicos y TxA,)
se produce un rdpido descenso del PtdIns(4,5)P, (7,187) ; este descenso empieza a ser
detectable al cabo de unos 5 sg tras la estimulacién con trombina, pero es transitorio, de tal
forma que al cabo de 10 sg post-estimulacidn los niveles de PtdIns(4,5)P, retornan a sus
valores basales o incluso llegan a superarlos (188). Este descenso de PtdIns(4,5)P, es
atribuible en su mayor parte al ataque de la Plasa-C especifica para fosfoinositidos
(fosfoinositidasa); sin embargo, estudios recientes han demostrado que la adicién de AMPc
a plaquetas estimuladas bloquea la formacién de 4cido fosfatidico e inositoles-fosfato pero
no inhibe la degradacién de PtdIns(4,5)P,, 1o cual parece indicar que el PtdIns(4,5)P, puede
ser también degradado por la accién de fosfomonoesterasas citosélicas ademds de por la
Fosfoinositidasa plaquetaria (75,152).

Por otra parte, los niveles de PtdIns(4)P no descienden tras la estimulacién plaquetaria,
sino que por el contrario parecen aumentar tras un lapso de 30 sg despues de la adicién del
agonista (188,189), probablemente para suplir al Ptdins(4,5)P, que esta siendo degradado.

PRODUCTOS DERIVADOS DE LA HIDROLISIS DE POLIFOSFOINOSITIDOS

El ataque fosfodiastérico de la PLasa-C sobre el PtdIns(4,5)P, da lugar a la formacién
de Inositol 1,4,5-Trisfofato (Ins(1,4,5)P;) y 1,2-Diacilglicerol (DAG) (190,191,178).

4.1.2.1.1. Formacién y metabolismo de Ins(1,4,5)P,

Una vez formado a partir de! PtdIns{4,5)P,, el Ins(1,4,5)P, puede ser atacado por una
5'-fosfatasa especifica que lo transforma en Ins(1,4)P, (199), o bien por una 3-kinasa
especifica que lo convierte en Ins(1,3,4,5)P, (200).

La5'-fosfatasa especifica (Ins(1,4,5)P;-5'-fosfatasa), posee mayor afinidad de sustrato
por el Ins(1,4,5)P, que por los restantes inositoles-fosfato, aunque se ha demostrado que
también es capaz de defosforilar el Ins(1:2cyc,4,5)P, y el Ins(1,3,4,5)P, en plaquetas
(200,201). Al contrario de lo que sucede en otros tipos celulares, la 5'-fosfatasa plaquetaria
es una enzima predominantemente citosélica (199), aunque trabajos recientes han detectado
también esta actividad enzim4tica en la fraccién particulada de las plaquetas humanas (202).
Se ha postulado que esta enzima podria estar regulada por la proteina-quinasa-C (ver
apartado 4.1.3.2)

Finalmente, la accién secuencial de dos fosfatasas citosdlicas sobre los inositoles-
bisfosfato y los inositoles-monofosfato respectivamente, dard lugar a la formacién de mio-
inositol libre (179) que serd utilizado para la res{ntesis de PtdIns.

La otra posible ruta metabdlica del Ins(1,4,5)P,, consiste en su fosforilacién por una
3-quinasa dependiente del sistema calcio-caimodulina, para formar Ins(1,3,4,5)P, (203). Se
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ha demostrado la existencia de esta ruta metabélica en plaquetas estimuladas por trombina,
habiéndose detectado asimismo la existencia de una S-quinasa que convierte el Ins(1,3,4)P,
en Ins(1,3,4,5)P, (197).

Formacién de otros Inositoles-Fosfato

Estudios realizados en plaquetas marcadas han permitido detectar incrementos de
radiactividad en los siguientes inositoles-fosfato como consecuencia de la estimulacién con
agonistas especificos: 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 formacién de inositol 1,3,4-
trisfosfato e inositol 1,3,4,5-tetraquisfosfato en plaquetas activadas por trombina (197).

La formacién de los distintos Inositoles-Fosfato en plaquetas humanas estimuladas es
extraordinariamente rdpida; a los 1-2 sg tras la adicién de trombina, ya se pueden detectar
incrementos de Ins(1,4,5)P,, seguidos inmediatamente por aumentos de los niveles de
Ins(1,3,4,5)P,. 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-estimulacién (193,194,197).

Asimismo, se ha demostrado la formacién de inositol 1:2 ciclo-4,5-trisfosfato
(Ins(1:2cyc,4,5)P,) en plaquetas activadas por trombina (196); la produccién de
Ins(1:2cyc,4,5)P; es mucho mds lenta que la de Ins(1,4,5)P,, pero sin embargo sus niveles
se mantienen elevados durante perfodos més largos de tiempo. Por este motivo, se ha
sugerido que el Ins(1:2cyc,4,5)P, podria actuar como segundo mensajero en fases tardfas de
la activacién celular, aunque es poco probable que desempefie esta funcién a tiempos cortos
(198).

Efecto del Ins(1,4,5)P, y otroe inositoles-fosfato sobre la funcionalidad plaquetaria

Ya en la década de los 70, Michell propuso que algiin segundo mensajero derivado
de la hidrélisis de polifosfoinositidos podia estar implicado en la movilizacién intracelular
de calcio (212), hipétesis que fue confirmada poco después por el grupo de Fain y Berridge
(213). Posteriormente se ha podido comprobar en una gran variedad de sistemas celulares que
la molécula que acopla la hidrélisis de polifosfoinositidos con la liberacién de calcio a partir
de los depésitos intracelulares, es el Ins(1,4,5)P, (214).

Los resultados de numerosos trabajos realizados con membranas aisladas y plaquetas
permeabilizadas, demuestran que el Ins(1,4,5)P, también es capaz de movilizar calcio en estas
células (215,216,217,218,219). Las concentraciones efectivas de Ins(1,4,5)P, oscilan entre
1-10uM (similares a las descritas en otros tipos celulares), niveles que son perfectamente
compatibles con el grado de hidrélisis de polifosfoinositidos y la cantidad de inositoles-
fosfato producidas en plaquetas estimuladas (220).
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a) Capacidad de los distintos inositoles-fosfato para movilizar calcio

La mayoria 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 depdsitos intracelulares, mientras que el grupo fosfato de la posicién
-1 serviria muy probablemente para incrementar la afinidad de la molécula por su receptor
€221,222) (no obstante, s¢ ha comprobado que también el Ins(1,3,4)P, es capaz de movilizar
calcio, si bien con una potencia mucho menor (1/10) que el Ins(1,4,5)P, (223) ).

También el Ins(1:2cyc,4,5)P, tiene capacidad para movilizar calcio en plaquetas
permeabilizadas y en un grado similar al Ins(1,4,5)P, (224), si bien parece que la formacién
de Ins(1:2cyc,4,5)P, en plaquetas activadas es demasiado escasa y lenta como para tener
alguna significacidn fisiol6gica (220). Por el contrario, ei Ins(1,3,4,5)P, no moviliza calcio
a partir de los depdsitos intracelulares plaquetarios, aunque se sospecha que puede estar
implicado en la entrada de calcio extracelular durante la activacion, probablemente por inducir
la apertura de canales de calcio en Ja membrana plasmaética (225,226).

b) Movilizacién de calcio en respuesta af Ins(1,4,5)P,

El mecanismo por el cual el Ins(1,4,5)P; induce la liberacidn del calcio secuestrado
en el reticulo endopldsmico (Sistema Tubular Denso en plaquetas) no estd del todo claro,
aunque la mayoria de los autores estdn de acuerdo en que el Ins(1,4,5)P, actia via-receptor.
Varios hallazgos recientes parecen confirmar esta teoria: en primer lugar, se ha comprobado
la existencia de lugares de unién espec{ficos para el Ins(1,4,5)P; en 1a membrana del reticulo
endopldsmico de varios tipos celulares (227,228); por otra parte, se ha podido sintetizar un
anticuerpo monoclonal que bloquea la liberacién de calcio inducida por el Ins(1,4,5)P, en
vesiculas 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)P, (260 kDa) (229),
habiéndose confirmado posteriormente la localizaciéon de este receptor a nivel del RE en
células de Purkinje (230).

Aunque todavia se desconoce el mecanismo exacto de liberacién de calcio activado
por el Ins(1,4,5)P,, se piensa que la unién de este inositol-fosfato a sus receptores puede
inducir de algiin modo la apertura de canales de calcio (231,215,232,233). Recientemente se
han podido detectar canales de calcio sensibles al Ins(1,4,5)P; en el reticulo sarcopldsmico
de las células muysculares lisas adrticas (234), y por otra parte, experimentos realizados con
el receptor purificado sugieren que el lugar de unién para el Ins(1,4,5)P, y el canal de calcio
que éste tltimo regula pueden estar localizados en la misma proteina (235).

También existen evidencias indicativas de que el Ins(1,4,5)P, induce la liberacién del
calcio intracelular simplemente por potenciar el eflujo pasivo de este catién desde el RE al
citosol {236), sin afectar al influjo ATP-dependiente (237,238). Algunos autores han
comprobado que el K* actia como contraién en la movilizacién de calcio inducida por el
Ins(1,4,5)P, (232,233).
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_ Sin embargo, parece que solamente una parte del calcio contenido en el reticulo
endopidsmico es sensible al Ins(1,4,5)P,; los recientes trabajos de Thevenod y col. (239)
demuestran que el Ins(1,4,5)P, libera dnicamente un 30-50% del calcio secuestrado en el
depdsito no-mitocondrial, pudiendo ser liberado el calcio restante mediante la adicién de
iondforos célcicos (239). Se ha sugerido que el almacén de calcio sensible al Ins(1,4,5)P,
puede radicar en una regién del RE localizada inmediatamente por debajo de la membrana
plasmdtica (240,241), aunque otros autores han llegado incluso a proponer que los depdsitos
de calcio sensibles al Ins(1,4,5)P; pueden estar constituidos por compartimentos de membrana
distintos del RE (239,242) que podrian localizarse en la propia membrana plasmatica (243)
© en unas organelas citoplasmdticas denominadas calciosomas (244).

Es importante mencionar que algunos autores han sugerido que el Ins(1,4,5)P, no es
el nico responsable de Ia liberacién de calcio a partir de los depdsitos internos en plaquetas
estimuladas, basdndose fundamentalmente en la capacidad que posee el ADP para incrementar
la concentracién citos6lica de calcio a pesar de que este agonista no induce un grado
significativo de hidrélisis de polifosfoinositidos ni la formacién de Ins(1,4,5)P,
(245,246,247).

Ademds de su bien conocida funcién como movilizador del calcio intracelular, el
Ins(1,4,5)P, plaquetario parece estar también implicado en [a entrada de calcio extracelular
intercambidndolo probablemente por Na* (226,140).

Numerosos estudios con plaquetas permeabilizadas han demostrado que la adicién de
Ins(1,4,5)P,, ademds de inducir la movilizacién de calcio, produce también activacién de la
fosfoinositidasa, fosforilacién de prote{nas, formacién de TxA,, secrecién y agregacién
(248,249,216). Todas estas respuestas (exceptuando la movilizacién de calcio) pueden ser
bloqueadas mediante la adicién de inhibidores de la ciclooxigenasa y/o antagonistas de los
receptores para TxA, y endoperdxidos ciclicos, lo cual indica que las respuestas plaquetarias
al Ins(1,4,5)P, citadas anteriormente estin mediadas por los metabolitos oxigenados activos
del 4cido araquidénico. Estos datos indican asimismo que la movilizacién de calcio inducida
por el Ins(1,4,5)P, no es suficiente por s{ misma para desencadenar la secrecién y agregacion
plaquetarias.

4.1.2.1.2. Formacién y metabolismo de 1,2- Discilglicerol (1,2-DAG)

El otro compuesto generado por la hidrélisis del PtdIns(4,5)P,, 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 formacién de 1,2-DAG es transitoria; llega a
alcanzar niveles 30 veces superiores a los basales al cabo de 15 sg tras la estimulacidn, para
despues ir disminuyendo hasta volver al nivel basal (182). El 1,2-DAG generado durante la
activacién plaquetaria contiene predominantemente 4c. estedrico y dc. araquidénico
esterificados en posicidén sn-1 y -2 respectivamente (205,173).
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Algunos autores han descrito un descenso de PtdIns concomitante al aumento de los
niveles de 1,2-DAG tras la estimulacién con trombina, que parece deberse al ataque del
PtdIns por una PLasa-C que generaria inositol 1-monofosfato y 1,2-DAG (182,172). Esta
PLasa-C podria ser activada directamente por la interaccién de la trombina con su receptor,
o indirectamente por el calcio movilizado durante la estimulacién plaquetaria, siendo capaz
también de hidrolizar el PtdIns(4)P (206). Esta ruta constituiria una v{a importante de
formacién de 1,2-DAG, pudiendo ser la principal responsable de 1a generacién de 1,2-DAG
en plaquetas estimuladas (es muy improbable que el 1,2-DAG formado durante la activacién
plaquetaria provenga en su totalidad del PtdIns(4,5)P,, ya que los niveles de 1,2-DAG
alcanzados son considerablemente superiores a los de Ins(1,4,5)P, ) (182).

Una vez formado, el 1,2-DAG es fosforilado rdpidamente por una 1,2-DAG-Quinasa
que lo convierte en 4cido fosfatfdico (Ptd-OH) (207). Los valores maximos de Ptd-OH en
plaquetas estimuladas por trombina se alcanzan siempre después de que se haya producido
el maximo de formacién de 1,2-DAG (208), lo cual indica una accién secuencial de la PLasa-
C y la 1,2-DAG-Quinasa (182).

La formacién de Ptd-OH también es transitoria; el Ptd-OH serd transformado en
citidin-diglicérido para dar lugar finalmente a la resintesis de PtdIns por accién de 1a inositol-
fosfatidil-transferasa (185,186).

Efecto del 1,2-Diacilglicerol sobre la funcionalidad plaquetaria

La funci6n principat del 1,2-DAG en las plaquetas, al igual que en otros muchos tipos
celulares, consiste en actuar como segundo mensajero activador de la Prote{na-Quinasa-C
(PKC) en presencia de calcio y fosfatidilserina (204). Las consecuencias de la activacién de
la PKC en plaquetas se describen en el apartado 4.1.3.2.).

Otra importante funcién del 1,2-DAG en las plaquetas, consiste posiblemente en servir
de fuente para la liberacién de 4dcido araquidénico, mediante la accién secuencial de una
diglicérido-lipasa y una monoglicérido-lipasa (ver apartado 35.2.1.).

Por otra parte, se ha propuesto que el 1,2-DAG puede mediar la activacién de algunas
fosfolipasas intracelulares. La estimulacién de estas actividades enzimdticas por el DAG
podria ser directa o bien indirecta al provocar el DAG cambios en la fluidez de 1a membrana
que harian el sustrato més asequible a la enzima (250,251).

Efecto del dcido fosfatidico sobre la funcionalidad plaquetaria

Ademds de servir de fuente para la resintesis de PtdIns, se ha sugerido que el Ptd-
OH podria ejercer algiin efecto sobre los flujos de calcio que se establecen en plaquetas
activadas. Algunos estudios han demostrado que el Ptd-OH es capaz de aumentar la
permeabilidad de las membranas al calcio, induciendo la traslocacidn de este cation a través
de ellas (252). Otros estudios han demostrado que la adicién de Ptd-OH a cultivos de células
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de neuroblastoma aumenta considerablemente la captacién de calcio extracelular por estas
células (253), por lo que se ha propuesto que el Ptd-OH puede actuar como iondforo cdlcico
o bien inducir la apertura de canales de calcio en las membranas celulares, si bien otros
autores estdn en desacuerdo (255). Asimismo se ha comprobado que la movilizacién de
calcio a partir del DTS producida en plaquetas permeabilizadas tras la adicion de OAG
(Oloacetilglicerol) estd mediada por la conversién de este diglicérido en Ptd-OH (254).

Por otra parte, se ha propuesto que el Ptd-OH puede actuar como fuségeno en algunos
sisternas celulares (256,257), por lo que podr{a jugar algiin papel en la reaccién de secrecion
plaquetaria.

Sin embargo, y a pesar de todo lo expuesto, se ha comprobado que la adicién de Ptd-
OH exdgeno a una suspensién de plaquetas carece de efecto alguno (258), lo cual puede
deberse a que en estas condiciones este fosfol{pido no sea capaz de alcanzar sus lugares de
accidn espec{ficos.

PARTICIPACION DEL METABOLISMO DE POLIFOSFOINOSITIDOS EN LA ACTIVACION
PLAQUETARIA

La hidrdlisis de fosfoinosftidos estd implicada muy probablemente en todas las
respuestas de activacion plaquetaria a excepeién de la agregacion primaria reversible.

* El cambio de forma plaquetario parece ir siempre asociado a la hidrélisis de
fosfoinositidos; todos los agonistas que producen activacién de la PLasa-C inducen el cldsico
cambio de forma, mientras que por el contrario, la epinefrina (que no estimula la hidrélisis
de fosfoinos{tidos) induce la agregacién plaquetaria sin que previamente se produzca cambio
de forma (25).

* ]a secrecién plaquetaria estd estrechamente relacionada con la hidrélisis de
fosfoinos{tidos mediada por receptor.

La hidrolisis de fosfoinos{tidos que tiene lugar durante la secrecién es
cuantitativamente mds significativa que la que se produce durante el cambio de forma; en
general, la intensidad y duracién de la secrecién plaquetaria son proporcionales al grado de
hidrélisis de fosfoinositidos producido. Los agonistas fuertes (como la trombina), que
inducen los niveles mdximos de secrecién de serotonina, son también los que inducen el
mayor grado de activacién de PLasa-C (209).

Sin embargo, existen algunos trabajos que niepan la participacién de la hidrélisis de
fosfoinosftidos en la secrecién plaquetaria; en plaquetas permeabilizadas con saponina y en
presencia de concentraciones altas de calcio, la trombina es capaz de inducir secrecién sin que
se produzca hidrdlisis de fosfoinos{tidos ni fosforilacion de prote{nas (210). Por otra parte,
el tratamiento de las plaquetas con ionéforo A23187 antes de su estimulacién con trombina,
induce un estado refractario en cuanto a formacién de inositoles-fosfato pero no afecta a la
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secrecién (211). Otros estudios han demostrado que la incubacidn de las plaquetas con
GDPSS inhibe la produccién de 1,2-DAG pero no la secrecion estimulada por trombina
(139).

Todos estos resultados apuntan a la existencia de vias alternativas para la secrecion
plaquetaria inducida por trombina, que parecen ser totalmente independientes de la hidrélisis
de fosfoinositidos.

4.1.2.2.- Segundos mensajeros transmisores de sefiales de inhibicién
4.1.2.2.1.- AMPc

La unidn de determinados agentes (como la prostaciclina o las prostaglandinas PGE,
y PGD,) a sus receptores de membrana especificos, ocasiona un incremento de los niveles
intraplaquetarios de AMPc (259,260). Si bien la reduccién de los niveles basales de AMP¢
no induce por si misma la activacién plaquetaria, se ha comprobado repetidamente que los
aumentos del AMPc inhiben la agregacién y secrecién en estas c€lulas (261).

Los efectos inhibitorios del AMPc sobre la activacién plaquetaria parecen estar
mediados por la fosforilacion AMPc-dependiente de una serie de proteinas o enzimas-diana,
s1 bien hasta el momento solo se han podido caracterizar algunas de ellas. Varios estudios han
demostrado que la estimulacién de la adenilato-ciclasa en plaquetas intactas conduce a la
activacién de prote {na-quinasas dependientes de AMPc (Prote {na-quinasa-A) que fosforilardn
proteinas con pesos moleculares de 22, 24, 50, y >400 kDa (262,263,264).

Si bien existen todavia grandes discrepancias en cuanto a cudles son las fases de la
activacién plaquetaria que resultan inhibidas por el AMPc, la mayoria de los autores estdn
de acuerdo en que este segundo mensajero actia a los siguientes niveles:

a) Inhibicién de la exposicién de receptores para el fibrinégeno; los aumentos
de los niveles de AMPc bloquean la exposicién del complejo Gpllb/Illa sobre la superficie
plaquetaria (265,266).

b) Inhibicién del metabolismo de fosfoinositidos: el AMPc inhibe la hidrélisis de
los fosfoinositidos por la fosfolipasa-C, si bien no se conoce exactamente a qué nivel se
produce esta inhibicién; no se ha podido demostrar ningin efecto directo ni indirecto del
AMPc sobre la actividad enzimdtica (207,267), pero si existen evidencias que indican una
posible inhibicién de la fosfatidilinositol-quinasa interfiriendo asf el AMPc la resintesis de
polifosfoinositidos (268).

¢) Inhibicién de la fosforilacién protéica y del ajuste del citoesqueleto: los
incrementos de los niveles intraplaquetarios de AMPc inhiben la fosforilacién de la cadena
ligera de miosina (MLC, 20kDa) y la posterior asociacion de la miosina con el citoesqueleto
(269,270,271).
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d) Inhibicién de la movilizacién de calcio: el AMPc bloquea el aumento de la
concentracién citosélica de calcio inducido por los agonistas plaquetarios que actian via-
receptor (272,273). Asi, el AMPc induce el secuestro del calcio que habia sido previamente
liberado al citoplasma por efecto del Ins(1,4,5)P,, ya que estimula el transporte de calcio
ATP-dependiente al interior del sistema tubular denso plaguetario (274,275,276). Esta accién
del AMPc estd relacionada de manera todavia poco conocida con la fosforilacién por la
protefna-quinasa-A de una proteina de 22 kDa (denominada "trombolambin” por su
semejanza funcional y estructural con el fosfolamban de ias células musculares) (264,277).
Se ha sugerido que el trombolamban en su forma no-fosforilada estaria inhibiendo la ATP-
asa que transporta calcio al interior del sistema tubular denso; esta inhibicién desapareceria
al ser fosforilado €l trombolambdn por la proteina-quinasa-dependiente del AMPc,
almacendndose asi de nuevo en las organelas intracelulares el calcio que habfa sido
previamente liberado al citosol (277).

e) Inhibicién de la unién de trombing a su receptor: estudios recientes indican que
el AMPc podr{a estar inhibiendo la activacién plaquetaria por actuar directamente sobre los
receptores de la membrana plasmatica, impidiendo 1a unidn de la trombina y otros agonistas
a la superficie plaquetaria. Se ha demostrado que una de las proteinas fosforiladas por accién
del AMPc en plaquetas intactas es la glicoproteina Ib8 (24 kDa), que sirve de receptor para
trombina y vWF (273). La fosforilacién de esta protefna podrfa impedir la normal
interaccién de estos agonistas con las plaquetas. Por otra parte, se ha demostrado que los
aumentos del AMPc inducidos por la PGE, en plaquetas van asociados a una reduccién de la
exposicién de receptores para trombina sobre la membrana plasmatica (278).

4.1.3. Seiiales intracelulares
4.1.3.1.- Calcio / Calmodulina

El calcio juega un papel fundamental en diversos aspectos de la funcionalidad
plaquetaria. Por una parte, el calcio unido a membrana es esencial para la expresién de los
receptores del fibrinégeno y por tanto para la agregacion, y por otra parte, los cambios de
la concentracién citosdlica de calcio participan en los fenémenos de cambio de forma y
secrecion.

E!l aumento de los niveles citosélicos de calcio constituye una de las principales sefiales
de activacién en plaquetas, por lo que la regulacién de los niveles intracelulares de calcio
adquiere una gran importancia en estas células. La homeostasis de calcio en plaquetas no-
estimuladas se mantiene mediante tres mecanismos bdsicos: limitando la entrada de calcio
extracelular, favoreciendo activamente la salida de calcio, y secuestrando el calcio intracelular
en algiin depésito interno que casi con toda seguridad estd constituido por el sistema-tubular-
denso (279).

INTRODUCCION 33



4.1.3.1.1. Regulacin de los niveles intraplaquetarios de calcio

La concentracién citosélica de calcio en las células en reposo es baja (100 nM) (280);
en las plaquetas activadas, los niveles de calcio citosdlico aumentan considerablemente,
llegando a alcanzarse concentraciones 10 veces superiores a las basales. Este incremento de
la concentracidn de calcio citoplasmdtico durante la activacidn se debe a la puesta en marcha
de dos mecanismos principales: la liberacién de calcio a partir de los depdsitos intracelulares
y la entrada de calcio extracelular.

a) Entrada de calcio extracelular:

La entrada de calcio extracelular durante la activacién plaquetaria hace posible que los
aumentos de la concentracién citosélica de este catién sean mds rdpidos, marcados y
sostenidos. La entrada de calcio al interior de las plaquetas se produce mayoritariamente
mediante la apertura de canales i6nicos en la membrana plasmdtica. Los canales de calcio
plaquetarios no parecen ser voltaje-dependientes (281,282), habiéndose demostrado que su
apertura estd mediada muy probablemente por la ocupacion de receptores (283) ya sea
directamente (Receptor para ADP (284)) o a través de algiin segundo mensajero (Receptores
para trombina, vasopresina, PAF y andlogos del TxA, (285) ).

Por otra parte, estudios recientes han evidenciado la posible existencia en plaguetas
de un mecanismo de entrada de calcio regulado por el grado de deplecion de los almacenes
intracelulares ; una vez deplecionados, los depdsitos intraplaquetarios de calcio se rellenan
de nuevo en presencia de calcio extracelular sin que se produzcan incrementos de la
concentracion citosdlica de este catidn, lo cual indica la existencia de algiin tipo de conexién
entre J]a membrana plasmitica y los almacenes intracelulares (279,286).

b) Liberacién del calcio almacenado en los depdsitos intracelulares

La observacion de que ciertas respuestas plaquetarias calcio-dependientes se podian
inducir en ausencia de calcio extracelular, condujo a pensar que ciertos agonistas eran capaces
de provocar la liberacién del calcio contenido en los depésitos intracelulares, hecho que ha
sido confirmado posteriormente por numerosos autores (279). Entre estos agonistas se
incluyen la trombina, el TxA,, la serotonina, la vasopresina, el PAF y el ADP.

Los mecanismos reguladores de la movilizacién intracelular de calcio en plaquetas son
realmente complejos, estando implicados diversos segundos mensajeros y sistemas enzimdticos
entre los que se incluyen el Ins(1,4,5)P,, el AMPc, la PKC y muy posiblemente el GMPc y
el pH-citosdlico (ver apartados correspondientes).

La fuente mayoritaria para la liberacién de calcio en plaquetas activadas parece ser el
DTS, el cual constituye el almacen intraplaquetario de calcio sensible al Ins(1,4,5)P,; como
consecuencia de la unién del Ins(1,4,5)P, a su receptor, el DTS libera calcio de una forma
répida (< 5sg) y dosis-dependiente (287,215,217,231).
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Efectos del incremento de Ia concentracida citos6lica de calcio sobre la funcionalidad plaquetaris

Como consecuencia del aumento de los niveles citoplasmiticos de calcio se produce
la activacién de determinadas prote{nas plaquetarias calcio-dependientes, estimuldndose as{
diversos sistemas intracelulares implicados en las respuestas de activacién. Entre estos
sistemas se encuentran: la Ca®*-Mg**-ATPasa (288), la fosfolipasa-A, (289), la quinasa de
las cadenas ligeras de la miosina (MLCK) (290), proteasas neutras calcio-dependientes
(calpainas) (291,292), y ciertas protefnas del citoesqueleto.

La dependencia de calcio de las distintas respuestas de activacion plaquetaria es
variable; el cambio de forma y la secrecién son independientes del calcio extracelular,
mientras que la agregacién si requiere la presencia de este catién en el medio para poder
producirse. A pesar de su total independencia del calcio extracelular, el cambio de forma y
la secrecidn se acompaiian invariablemente de incrementos de la concentracién citosélica de
calcio: en el caso del cambio de forma la proteina-diana parece ser la MLCK-calmodulina-
dependiente, y es interesante resefiar que agentes que no inducen el cambio de forma
plaquetario (como la epinefrina y los ésteres de forbol) no provocan aumentos del calcio
intracelular (293,273). En cuanto a la secrecién, parece que la liberacién del calcio contenido
en los depdsitos intracelulares precede a la reaccién de exocitosis (294). Experimentos con
plaquetas permeabilizadas demuestran que se puede inducir la secrecién de los grénulos
densos y lisosomas simplemente incrementando la concentracién de calcio del medio
extracelular (231,295). Otros autores han demostrado que la trombina, los andlogos del GTP,
los ésteres de forbol y el diacilglicerol, son capaces de aumentar la sensibilidad del proceso
de secreci6n al calcio (296,297,298). Estos datos sugieren que el incremento de la
concentracién citosélica de calcio y la PKC activada por el 1,2-DAG actiian de manera
sinergistica para mediar la secrecién plaquetaria.

Sin embargo, la demostracién de que la trombina y el coldgeno por un lado y los
ésteres de forbol y el diacilglicerol por otro, son capaces de inducir la secrecién sin aumentar
la concentracidn citos6lica de calcio, parece indicar que el calcio no juega un papel esencial
en este proceso, lo cual ha llevado a pensar que el principal mecanismo mediador de la
secrecion en plaquetas estd constituido por la activacién de la PKC (293,280).

4.1.3.2.- Prote{na-Quinasa-C (PKC)

En 1979, Nishizuka y col. demostraron la existencia de una prote{na-quinasa que
requeria la presencia de calcio, un fosfolipido (fundamentalmente fosfatidilserina) y
diglicérido para ejercer su actividad médxima , y la denominaron proteina-quinasa-C (PKC)
(299,300). Esta proteina-quinasa-C ha sido posteriormente encontrada en pricticamente
todos los tejidos de mamiferos incluidas las plaquetas (300).

La formacién de 1,2-DAG durante la activacién plaquetaria, aunque transitoria, se
acompafia siempre de la estimulacién de la PKC (301,300). La activacién de la PKC es
inducida especificamente por los sn-1,2-diacilgliceroles (302). El papel primordial del 1,2-
DAG en la activacion de la PKC parece consistir en incrementar la afinidad de esta proteina-
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quinasa por el calcio, permitiendo asi que la PKC pueda ser estimulada en presencia de
concentraciones fisioldgicas de calcio (rango micromolar) (303). La adicién de diacilgliceroles
sintéticos (como €l 1-oleil-2-acetilglicerol, OAG) o de ésteres de forbol a plaquetas intactas,
induce 1a activacén de la PKC mimetizando los efectos del 1,2-DAG endégeno (304,305).

En las plaquetas en reposo la PKC estd presente en forma inactiva en el citosol;
duranie la activacién celular se produce la traslocacién de la PKC desde el citosol a la
membrana plasmadtica (300,306), muy probablemente por la accién sinerg{stica del caicio y
el 1,2-DAG (304,307). Una vez activada, la PKC fosforilard proteinas espec{ficas en
residuos serina y treonina, estando la mayor{a de estas protefnas implicadas en fenémenos
de secrecion y proliferacién (204,308).

El sustrato principal de la PKC plaquetaria es una proteina citosdlica que,
dependiendo de las condiciones de electroforesis, muestra un peso molecular de 40- 0 47kDa
(309,310). Hasta el momento se desconocen la identidad y funcién de esta proteina de
47kDa, los trabajos mds recientes indican que puede tratarse de lipocortina (311), o bien de
la 5'-fosfatasa especifica que degrada el Ins(1,4,5)P; (312), siendo m4s probable esta dltima
posibilidad (313,314,199).

Efectos de 1a PKC sobre la activacion plaquetaria

La PKC ejerce efectos aparentemente contradictorios sobre la activacién plaquetaria:
por un lado parece estimular determinados pardmetros de la activacién, mientras que al
mismo tiempo parece actuar como inhibidor a varios niveles.

a) Efectos estimulantes:

* La PKC y el calcio parecen actuar de manera sinergistica en la induccién de la
secrecién y agregacion plaquetarias. La adicidn conjunta de diacilglicerol y concentraciones
subcr{ticas de ion6foro célcico A23187 a una suspensién de plaquetas, induce rdpidamente
la secrecidn y la agregacidn (305,315), potenciando también la liberacion de 4cido
araquiddnico y la posterior formacién de Tromboxano-A, (316,317).

Estudios recientes utilizando inhibidores de la PKC que bloquean la fosforilacién de
la proteina de 47 kDa en plaguetas intactas, han demostrado que estos agentes inhiben la
secrecién y reducen la agregacion secundaria, pero sin afectar al cambio de forma ni a la
agregacion primaria (318,319,320). Estos resultados sugieren claramente ia implicacién de
la PKC como sefial positiva en la secrecién y agregacién plaquetarias, También se ha
comprobado que los ésteres de forbol son capaces de inducir la agregacién en ausencia de
secrecion, y que ademds potencian la unién del fibrinégeno a las plaquetas (321,322), lo cual
parece confirmar la supuesta participacién de la PKC en la agregacion.

INTRODUCCION 36



* Otra funcién de Ia PKC en plaquetas activadas parece radicar en la estimulacién del
intercambiador Na*/H”*, induciendo as{ una alcalinizacién del citoplasma necesaria para la
posterior activacién de diversas enzimas. Siffert y col (323) han demostrado que la activacién
de la PKC mediante ésteres de forbol induce una alcalinizacién del citoplasma equiparable
a la producida por 0.5 U/ml de trombina (aumento de 0.1-0.15 unidades de pH), sugiriendo
que la alcalinizacion del citosol inducida por la trombina estd mediada por la PKC.

b) Efectos inhibitorios:

Se ha comprobado que la PKC desensibiliza algunas respuestas de activacién en
plaquetas. Varios grupos han descrito que la preincubacién de las plaquetas con OAG o
ésteres de forbol inhibe la hidrélisis de polifosfoinositidos y la generacién de segundos
mensajeros inducidas por los agonistas fisioldgicos, bloqueando al mismo tiempo la
movilizacién de calcio, formacién de Tromboxano, cambio de forma, secrecién y agregacién
(324,325,326,327,328,329).

Los efectos inhibitorios de la PKC sobre la activacién plaquetaria pueden deberse a
una aceleracion del metabolismo del Ins(1,4,5)P; (si el sustrato de la PKC plaquetaria es la
5'-Ins(1,4,5)P;-fosfatasa), o bien a la inhibicién de la hidrélisis de polifosfoinositidos
(304,321). Basédndose en los trabajos de Jakobs y col. sobre el mecanismo de inhibicién de
la adenilato-ciclasa por la PKC (330) y en los suyos propios, Smith y col. (331) han propuesto
que la PKC podria fosforilar la subunidad-a de la proteina-Gp, bloqueando as{ la
transduccidn de Ia sefial de activacidn emitida por el receptor. Varios trabajos parecen apoyar
esta hipétesis (332,333), aunque todavia no estd plenamente confirmada.

Por otra parte, Lapetina y col. (146) han comprobado que la PXC es capaz de
fosforilar la subunidad-a de la prote{na-Gi, proponiendo que esta fosforilacién podria
bloquear la hidrélisis de polifosfoinositidos (ver apartado 4.1.1.2.).

Todos estos datos en conjunto ponen de manifiesto que la participacién de la PKC en
la activacién plaquetaria es muy compleja, pudiendo ejercer una regulacién positiva o
negativa sobre diversos sistemas implicados en la estimulacién: por un lado parece actuar
como sefial positiva para la secrecién y agregacion, pero al mismo tiempo interfiere la
transduccién de la seiial entre el receptor y la PLasa-C.
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4.1.4.- Fosforilacién de prote{nas plaquetarias

Durante la estimulacién plaquetaria se producen numerosas fosforilaciones protéicas,
entre las cuales cabe destacar:

4.1.3.1.- Cadena ligera de miosina (MLC), de 20 kDa, fosforilada por una
quinasa dependiente del sistema calcio/calmodulina

4.1.3.2.- Proteina de 47 kDa (P-47), fosforilada por la PKC

4.1.3.3.- Proteinas fosforiladas por la PKA dependiente del AMPc (ver
apartado 4.1.2.2.1.)

4.1.3.4.- Proteinas fosforiladas por una Quinasa dependiente del GMPc, con
efecto inhibitorio sobre la funcionalidad plaquetaria (334).

4.1.3.5.- Proteinas fosforiladas por Tirosina-quinasas, de funcién todav{ia
desconocida (117,118)

4.1.3.1.- Cadena ligera de miosina (MLC)

La estructura y regulacién de la miosina plaquetaria son similares 2 las de la
miosina de las células musculares lisas (335). Es una proteina asimétrica (460 kDa),
compuesta por un par de cadenas pesadas (200 kDa) y dos pares de cadenas ligeras (20 y 15
kDa).

En las plaquetas en reposo, las cadenas ligeras de 20 kDa s6lo estdn fosforiladas en
un 10%; la estimulacién con trombina induce la fosforilacién de 1la MLC en un 90%
(336,337,271). Esta fosforilacién se produce por accién de una quinasa especifica
dependiente del sistema calcio/calmodulina, denominada quinasa de la cadena ligera de
miosina, 0 MLCK (290,338,339). La unién de cuatro moléculas de calcio a la calmodulina
conduce a la asociacién del complejo calcio/calmodulina con la MLCK, que de esta forma
resulta activada para seguidamente fosforilar a la cadena ligera de miosina (340,341).

La fosforilacién y activacién de la MLC induce un incremento significativo de la
actividad ATP-asa de la actina (342), la disposicién de la miosina en filamentos (343), y la
asociacién de la miosina con el citoesqueleto plaquetario (344). En estas condiciones se
desarrolla una actividad contractil como consecuencia del deslizamiento de los filamentos de
miosina sobre los de actina (345); esta contraccién es la principal responsable de las
modificaciones de la membrana plasmadtica y de la centralizacién de grdnulos secretores que
experimentan las plaquetas durante el cambio de forma, favoreciendo asi la subsiguiente
exocitosis (20). Se ha sugerido que la MLC-activada interviene en la induccién inicial del
cambio de forma, pero que no es necesaria para su mantenimiento (346).
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4.1.3.2.- Proteina de 47 kDa

Como se ha mencionado anteriormente (apartado 4.1.3.2.), el sustrato principal de
la PKC en plaquetas radica en una proteina de 47 kDa de identidad todavia desconocida.

La fosforilacién de esta protefna se produce de forma mds lenta que la fosforilacién
de la MLC (346), debido probablemente a que la formacién de 1,2-DAG en cantidades
suficientes para activar 2 la PKC requiere mas tiempo que la generacién del Ins(1,4,5)P,
necesario para activar a la MLCK (182).

La fosforilacion de la P-47 parece estar estrechamente relacionada con la secrecién
plaquetaria (347), hasta tal punto que se han podido evidenciar dos grados distintos de
fosforilacién de la P-47 durante la activacién plaquetaria: un nivel de fosforilacién bajo
durante el cambio de forma, y un nivel superior durante la secrecién (209). Estos datos
refuerzan la hipdtesis de la participacién de la PKC como sefial positiva en la secrecién
plaquetaria (ver apartado 4.1.3.2.).

4.1.4.- Ensamblaje del citoesqueleto

Las plaquetas, al igual que la mayorfa de las células eucariotas, contienen las
proteinas contrédctiles actina y miosina identificadas por primera vez en las células
musculares (348). El sistema contréctil plaquetario es en muchos aspectos muy similar al de
las células musculares lisas, hasta tal punto que las plaquetas han constituido un modelo muy
iitil para el estudio de la organizacién y regulacién de las proteinas contractiles.

La activacién plaquetaria se acompaiia de importantes cambios en la organizacion del
citoesqueleto (349). Estos cambios incluyen:

a) Agrupacién y entrecruzamiento de los filamentos de actina
b) Formacién de filamentos de miosina
¢) Unién de miosina y actina

Los cambios del citoesqueleto son los principales responsables de la generacién de
actividad contréctil en las plaquetas activadas; la formacién de acto-miosina parece ser un
factor fundamental para que se pueda producir 1a centralizacién de granulos y la esferizaciéon
del contorno plaquetario, mientras que la polimerizacién de la actina parece estar implicada
en la emisién de pseudépodos (16).

* En la Fig.8 se representa esquemdticamente un modelo bifdsico de activacién
plaquetaria propuesto por Siess (7), en el cual se incluyen los principales pardmetros de
activacién descritos anteriormente.
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La primera fase de la activecién incluirfa la formacién de Ins(1,4,5)P;, la movilizacién intracelular de calcio
y 1a fosforilaciér de la MLC. Estos fen6menos darian lugar al cambio de forma plaquetario. La movilizacion
de calcio preactivaria a la PKC, traslocdndola desde el citosol a la membrana plasmdtica para hacerla m4s

asequible al 1,2-DAG.

La segunda fase consistir{a en la activacién de la PKC por el 1,2-DAG procedente mayoritariamente de la
hidrélisis del PtdIns por una PLasa-C especifica. La activacién de la PKC estaria implicada en los procesos

de secrecién ¥ agregacion plaquetarias.
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4.2. Activacioén plaquetaria por otras vias

Ademds de los agonistas plaquetarios fisioldgicos que activan a las plaquetas por
interactuar con receptores especificos, existen otros agentes capaces de inducir la
estimulacion plaquetaria por otras vias.

Un ejemplo cldsico de estos agonistas afisiolégicos estd constitufdo por los ionéforos
célcicos, como el antibidtico A23187 y la ionomicina. Estos iondforos mimetizan las
respuestas plaquetarias inducidas por los agonistas fisiolégicos; inducen cambio de forma,
secrecion y agregacién (350,351). El A23187 y la ionomicina atraviesan la membrana
plasmadtica, movilizando directamente el calcio de los dep6sitos intracelulares e incrementando
asi la concentracién citosélica de calcio (352,353).

Los ionéforos célcicos no se unen a receptores y no inducen la hidrdlisis de
polifosfoinositidos; tampoco estimulan la formacién de 1,2-DAG (165), de Ptd-OH (354) ni
de inositol-fosfatos (166,355). No obstante, bajo determinadas condiciones de
experimentacion, los ionéforos célcicos si pueden provocar la hidrélisis de fosfoinositidos
por accién de 1a PLasa-C en plaquetas humanas; sin embargo, la estimulacién de esta enzima
no es inducida directamente por el iondforo, sino que se produce de forma indirecta por
accién de los endoperéxidos ciclicos y tromboxano A, generados como consecuencia del
aumento de la concentracion intracelular de calcio que estimula la actividad PLasa-A,
(356,357,358).

Los ionéforos cdlcicos también son capaces de inducir la fosforilacién de la cadena
ligera de miosina y en menor medida la de la proteina de 47 kDa (166,315), estimulando asi
la secrecidn y agregacién plaquetarias en un grado similar al alcanzado por los agonistas
fisiolégicos.

5. METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO

La existencia del metabolismo del 4cido araquiddnico (20:4) en plaquetas fue descrita
por primera vez por Smith y Willis en 1971 (359), afiadiendo as{ las plaquetas a la larga
lista de células capaces de sintetizar prostaglandinas (PGs).

Las plaquetas producen eicosanoides (metabolitos oxigenados activos del 20:4 y otros
4cidos grasos esenciales relacionados) en respuesta a la estimulacion por diversos agonistas.
Los eicosanoides no se almacenan (360), por lo cual la presencia de estos compuestos en
plaquetas implica su sintesis de-novo como consecuencia de la estimulacién celular.

La sintesis de eicosanoides requiere la presencia de 20:4 en forma libre, no
esterificado, ya que las enzimas oxigenantes (ciclooxigenasa y lipooxigenasa) no pueden actuar
sobre un sustrato unido a fosfol ipidos (361). Las plaquetas en reposo no contienen 20:4 libre,
debido bésicamente a una potente actividad araquidonil-Coenzima A-sintetasa que transfiere
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el 20:4 a los fosfol {pidos (362). Este hecho confiere una importancia fundamental al proceso
de liberacién de 20:4 durante la activacién celular para que éste pueda ser posteriormente
metabolizado. 1Las plaquetas humanas estimuladas con trombina (1U/ml) liberan 5-10 nmol
de 20:4/10° plaquetas (363). Esta cantidad de 20:4 representa solamente un 10% del total de
204 esterificado que existe en las plaquetas humanas (364), pero supone un gran incremento
del nivel de 20:4 libre.

5.1. Composicién y localizacién de los principales fosfol{pidos plaquetarios

Los estudios de Marcus y col. (364) y de Cohen y col. (365) pusieron de manifiesto
que el fosfol {pido mayoritario en las plaquetas humanas es la Fosfatidilcolina (PC) (40% del
total de fosfol {pidos plaquetarios), seguido de la Fosfatidiletanolamina (PE) (30%). Estos dos
fosfol {pidos contienen aproximadamente el 80% del total de 20:4 plaquetario. Por otra parte,
el PtdIns constituye udnicamente un 5% de los fosfolipidos plaquetarios pero es un
fosfoinos{tido muy rico en 20:4, por lo que participa de forma importante en el metabolismo
de este dcido graso.

La mayor parte de la PE plaquetaria se sitia en la membrana plasmdtica mientras que
PC y Ptdins estdn localizados mayoritariamente en las membranas internas (366), donde
precisamente se localizan también las enzimas implicadas en la liberacién y posterior
metabolismo del 20:4 (367).

5.2. Vfas de liberacién de 20:4
5.2.1.- Via Diglicérido-Lipasa / Monoglicérido-Lipasa

Esta via implica la accién secuencial de una Diglicérido-Lipasa y una Monoglicérido-
Lipasa sobre el 1,2-DAG generado durante la activacién plaquetaria, para liberar el 20:4 que
lleva esterificado en posicién sn-2 (205,368).

Existen numerosas evidencias que parecen confirmar la existencia de esta via de
liberacién de 2(:4 en plaquetas:

* Se ha demostrado la existencia de actividad diglicérido-lipasa en membranas
plaquetarias (369).

* La PLasa-C plaquetaria hidroliza espec{ficamente los fosfoinositidos que contienen
20:4 esterificado en posicién sn-2, generando por tanto cantidades significativas de 1,2-DAG
con estructura 1-acil,2-araquidonil- (169).

* La inhibicién de la diglicérido-lipasa provoca un acimulo de 1,2-DAG tras la
estimulacién por trombina, lo cual parece indicar que en ausencia del inhibidor la lipasa es
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activa (370). Asimismo, se ha demostrado que el pretratamiento de membranas plaquetarias
caninas con un inhibidor especifico de la diglicérido-lipasa (RHC-80267), reduce los niveles
de 20:4 liberados tras la estimulacién (371).

* En plaquetas humanas activadas con trombina se produce un acimulo de 2-
Monoacil-glicerol indicativo de la existencia de actividad diglicérido-lipasa (368,372).

Sin embargo, existen autores que niegan la importancia de esta via de liberacién de
20:4 en plaquetas, baséndose en las siguientes observaciones:

- Agonistas que no inducen la hidrélisis de fosfoinos{tidos (por ejemplo la epinefrina
o el ionéforo célcico A23187) liberan cantidades significativas de 20:4 (363).

- Otra serie de experimentos con inhibidores de 1a diglicérido-lipasa revelan gue estos
agentes reducen los niveles de 2-Monoacilglicerol formados tras la estimulacién, pero no
afectan al volumen de 20:4 liberado (372).

5.2.2.- Via Fosfolipasa-A, (Plasa-A))

Como consecuencia de la activacién plaquetaria, se produce un descenso considerable
en la masa y contenido de 20:4 de diversos fosfol ipidos de membrana (PC, PE y PtdIns), y
de forma paralela un aumento de los niveles de liso-PC, liso-PE, liso-PtdIns y de 20:4 libre
(373,374).

Estos cambios en los principales fosfol {pidos de membrana son probablemente debidos
a una actividad PLasa-A, (EC.3.1.1.4.) descrita por distintos autores en lisados de plaquetas
(289,375).

La estimulacién de la actividad PLasa-A, durante la activacién plaquetaria parece
depender de varios factores:

a) Calcio

La concentracidn de calcio es un factor critico para la activacién de esta enzima; su
actividad es totalmente calcio-dependiente. Originalmente se pensaba que eran necesarias
concentraciones de calcio en el rango milimolar para su activacién (289), pero estudios mas
recientes (376) indican que la Plasa-A, de plaquetas de oveja muestra actividad a
concentraciones de calcio mds fisioldgicas (0.3-0.8 uM).

La liberacién de calcio a partir del sistema tubular denso inducida por los agonistas
plaquetarios es probablemente la sefial que dispara la estimulacién de la PLasa-A,,
constituyendo as{ un mecanismo por el cual los agonistas fisiol6gicos pueden inducir la
activacién secuencial de PLasa-C y PLasa-A,. Sin embargo, parece que esta enzima también
participa en la activacién plaquetaria inducida por agonistas que no provocan aumentos
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significativos de la concentracién intracelular de calcio, como la epinefrina (25,144); este
hecho sugiere la existencia de otros mecanismos reguladores independientes de los niveles
citosélicos de calcio.

b) pH citosdlico

El pH del citosol también es un importante regulador de la actividad PLasa-A,: las
condiciones Sptimas para su activacién requieren un pH alcalino. El incremento del pH
citosélico durante la activacién plaquetaria parece ser de unas 0.2-0.3 unidades (377,323);
se desconoce si este aumento del pH es suficiente para activar a la PLasa-A, (289), cabiendo
la posibilidad de que se pueda alcanzar un pH superior en 4reas localizadas de 1a célula. La
alcalinizacién del citoplasma que se produce durante la activacion celular parece ser debida
a la estimulacién del intercambiador Na*/H* de la membrana plasmdtica (378,379,380).

¢) Inhibidores endégenos

Se ha descrito la existencia de un tercer factor regulador de la actividad PLasa-A, en
plaquetas: algunos autores (381) postulan la existencia de un inhibidor endégeno, que podria
estar constitufdo por algin miembro de la familia de Lipocortinas (311,382). Segtn esta
hipétesis, la fosforilacién de la Lipocortina por la PKC activada eliminarfa su efecto
inhibitorio sobre la PLasa-A,.

d) Prote i nas-G-reguiadoras

Actualmente se estd investigando la posibilidad de que Ia activacidn de la PLasa-A,
esté mediada por una prote{na-G-reguladora. Se han sugerido dos posibles mecanismos para
la participacién de proteinas-G en la activacion de esta enzima:

* Segun la primera hipétesis, 1a proteina-G implicada en la activacién de la PLasa-
A, seria la propia Gp mediadora de la hidrélisis de polifosfoinositidos; los aumentos de la
concentracion citosdlica de calcio inducidos por el Ins(1,4,5)P, serian en (itima instancia los
responsables de la estimulacién de la PLasa-A,. Por lo tanto, esta serfa una via de activacién
de PLasa-A, dependiente de la activacién previa de PLasa-C.

* La segunda hip6tesis propone la activacion directa de la PLasa-A, por una proteina-
G todavia desconocida ("Gx").

Las primeras evidencias sobre la posible existencia de esta proteina "Gx" fueron
obtenidas por Murayama y UI (383) al comprobar que el tratamiento de fibroblastos 3T3 con
toxina-pertussis inhib{a ia liberacién de 20:4 pero no ia hidrélisis de polifosfoinos{tidos en
respuesta a la trombina. Otros autores han obtenido resultados similares en c€lulas tiroideas
(384), demostrando ademds que ni la neomicina (inhibidor de la hidrélisis de fosfoinositidos
por unirse a los sustratos de la PLasa-C), ni los inhibidores de la Diglicérido-lipasa reducen
la liberacién de 20:4. Estos datos sugieren que el 20:4 movilizado durante la activacién
celular procede directamente de los fosfol{pidos via Plasa-A,, sin necesidad de que se
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produzca previamente la activacién de la PLasa-C. Posteriormente se ha demostrado que el
GTP7S estimula la actividad PLasa-A, en preparados de retina, y que esta activacién es
inhibida por la toxina-pertussis (385). Estos resultados indican la posible participacién de
una protefna-G sensible a toxina-pertussis en la activacién de la PLasa-A,, existiendo
evidencias de que la subunidad implicada en la estimulacién de esta actividad enzim4tica es
1a subunidad -8/7 y no la -a.

Los estudios sobre la existencia de esta supuesta prote{na-G-reguladora de PLasa-A,
en plaquetas son mucho menos numerosos que los realizados en otros tipos celulares.
Nakashima y col. (386) han podido inducir la liberacién de 20:4 incubando plaquetas
permeabilizadas con GTP y GTPrS, sin que dicha liberacion se viera afectada por la adicién
de un inhibidor de la diglicérido-lipasa. Otros autores (387) han estudiado la formacién de
Ins(1,4,5)P, y Tromboxano-B, en plaquetas intactas estimuladas con AlIF*, demostrando que
en estas condiciones la neomicina y la PGE, inhiben la produccién de Ins(1,4,5)P, pero no
la de TxB,. Por otra parte, la incubacién de las plaquetas con toxina-pertussis bloquea la
sintesis de TxB, inducida por AIF* sin afectar a la produccién de Ins(1,4,5)P, (387).

En la Fig.9 se representan esquemdticamente los distintos factores reguladores de la
actividad Plasa-A2 en plaquetas.

ap .
PLasa C Na ETon H
PIP. X 1P rr 4

Foﬂollpldo————) Aclido Araquidonico

/o Ok

Lipocortina? G,?

FIG. 9. POSIBLES MECANISMOS REGULADORES DE LA ACTIVIDAD
FOSFOLIPASA-A, EN PLAQUETAS
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ACTIVIDADES PLasa-A, EN PLAQUETAS

Ademds de las actividades PLasa-A, que liberan 20:4 inespecf{ficamente a partir de
los principales fosfolipidos de membrana, se han descrito también en plaquetas dos
actividades PLasa-A, especificas para Ptd-OH y Ptdlns.

a) PLasa-A, espec{fica para Ptd-OH:

Lapetina y col. (388,389) sostienen que el Ptd-OH es una de las principales fuentes
para la liberacién de 20:4 en plaquetas de caballo por accién de una PLasa-A, especifica,
describiendo que la formacién de Ptd-OH precede a la liberacién de 20:4.

Sin embargo, otros autores han demostrado que en plaquetas humanas la formacién
de Ptd-OH tiene lugar después de la liberacién de 20:4, contradiciendo as{ la hipétesis de
Lapetina (362).

Esta discrepancia de resultados puede ser debida a la distinta procedencia de las
plaquetas en ambos trabajos (caballo y humanos), ya que se ha sugerido que algunas rutas
metabdlicas celulares pueden diferir en las distintas especies animales.

b) PLasa-A, especifica para PtdIns

Esta actividad enzimatica ha sido descrita en plaquetas humanas (363) y de caballos
(358) estimuladas con iondforo cdlcico A23187 y/o trombina.

5.3. Metabolismo de 20:4 en plaquetas

Una vez liberado, el 20:4 plaquetario puede ser metabolizado por dos vias distintas,
localizadas ambas en la membrana del DTS (367,390);

5.3.1.- Via Lipooxigenasa {oxigenacién en C-12)

5.3.2.- Via Ciclooxigenasa (oxigenacién en C-11 y C-15)

El metabolismo plaquetario del 20:4 aparece representado en la Fig.10
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5.3.1.- Productos de la via Lipooxigenasa

Como consecuencia de 1a oxigenacién del 20:4 en C-12 por la lipooxigenasa, se forma
el 4cido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE), que seré reducido por una peroxidasa
dando lugar al dcido 12-hidroxieicosatetraenoico (12-HETE).

No se conocen con exactitud los efectos estos metabolitos sobre la funcionalidad
plaquetaria, aunque se ha podido demostrar que tanto el 12-HPETE como el 12-HETE poseen
efectos inhibitorios sobre la agregacién. A bajas concentraciones (dosis con el 50% de efecto
inhibitorio mdximo: 2-3uM para 12-HPETE (391) y 6 uM para el 12-HETE (392) ),
antagonizan la agregacion plaquetaria inducida por diversos agonistas . A concentraciones
mads elevadas (15-25 4M), parecen inhibir el metabolismo del 20:4 por la via ciclooxigenasa
(393), posiblemente por bloquear directamente esta actividad enzimdtica (391).

5.3.2.- Productos de la via Ciclooxigenasa
La via ciclooxigenasa es la principal ruta metabélica del 20:4 en plaquetas (394).

La ciclooxigenasa plaquetaria posee actividad oxigenasa y peroxidasa. La actividad
oxigenasa cataliza la oxigenacién en C-11 y C-15, formando un endoperéxido cfclico
inestable, la PGG,. La PGG, serd rdpidamente peroxidada convirtiéndose en otro
endoperdxido inestable, la PGH, (la vida media de PGG, y PGH, es de unos 5 min a 37°C).
La PGH, serd degradada por v{a enzimitica o no-enzimdtica, dando lugar a distintos
compuestos:

* prostaglandinas estables ( PGE,, PGF,, y PGD,)

* otros derivados estables de 17- (dcido 12-hidroxi-3,8,10-heptadecatriencico, HHT)
y 3-dtomos de carbono (malondialdehido, MDA)

* un compuesto muy inestable (Tromboxano-A,, TxA,) por accién de la Tromboxano-
sintetasa; el TxA, (vida media en solucién acuosa: 30 sg) serd ripidamente
transformado en su metabolito estable TxB,.

* una prostaglandina inestable (prostaciclina, PGI,) por accién de la prostaciclin-
sintetasa; la PGI, se convertird rdpidamente en un producto estable, la 6-0x0-PGF,,.

Las plaquetas poseen escasa actividad PGl,-sintetasa, por lo que el producto principal
del metabolismo de 20:4 en estas c€lulas es el Tromboxano-A, (88), importante potenciador
de la hemostasia por su marcado efecto vasoconstrictor e inductor de la agregacion plaquetaria
(395). Por el contrario, las células endoteliales producen grandes cantidades de PGI, (potente
inhibidor plaquetario por inducir incrementos del AMPc) al ser estimuladas. Este hecho
condujo a Moncada y col. a sugerir que el equilibrio de la interaccién plaqueta-endotelio estd
mediado por la accién de fuerzas opuestas: el TxA, como estimulante y la PGI, como
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inhibidora de la activacién plaquetaria (396). Segiin esta hipétesis, la homeostasia vascular
viene determinada por el balance de la produccién de TxA, y PG, siendo las trombosis
patolégicas el resultado directo de las alteraciones de este equilibrio vascular. Posteriormente
se demostré que la interaccién entre las plaquetas y las células endoteliales es ain mds
estrecha: Bunting y col (397) propusieron que los endoperéxidos c{clicos sintetizados por las
plaquetas estimuladas son transferidos a la pared vascular, donde las células endoteliales los
utilizan como sustrato exégeno para la formacion de PGI, endégena. Este mecanismo sirve
probablemente para limitar la agregacién plaquetaria en los vasos lesionados, ya que favorece
la formacién de PGI, a expensas del TxA,. La produccién de PGI, vascular a partir de los
endoperdxidos derivados de las plaquetas ha sido posteriormente confirmada por otros autores
(398,399).

Las prostaglandinas y los tromboxanos actian como "hormonas locales” o autacoides,
es decir, que su sintesis, actividades fisioldgicas y subsiguiente inactivacion por degradacién
metabélica, tienen lugar en las proximidades de la célula original (400). Entre los
eicosanoides formados en las plaquetas por la via ciclooxigenasa existen compuestos que
actdan como inhibidores y otros que se comportan como estimulantes de la funcionalidad
plaquetaria;

- La PGIL es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacién plaquetaria
(401,402); su unién a su receptor sobre la superficie plaquetaria (receptor que comparte con
la PGE,) activa a la proteina-Gs elevando as{ los niveles de AMPc intraplaquetario (ver
apartado 4.1.2.2.1). Aunque la PGI, y ia PGE, comparten €l mismo receptor, el grado y
cinética de estimulacién de la adenilato-ciclasa que induce cada una de estas dos
prostaglandinas son diferentes: los incrementos del AMPc originados por 1a PGI, son mayores
y mds sostenidos que los ocasionados por la PGE, (403).

- La PGD, posee efectos inhibitorios sobre la secrecién y agregacién, ya que su
interaccién con sus receptores plaquetarios estimula la formacién de AMPc (404).

- La PGH,, 1a PGG, y fundamentalmente el TxA, actlian como estimulantes de la
activacién plaquetaria (88). Los Endoperdxidos y el TxA, pueden actuar como estimulos
primarios o bien como intermediarios en la activacién plaquetaria por agonistas exdgenos.
Una vez sintetizados a nivel del DTS plaquetario, estos compuestos difundirdn a través de
la membrana plasmadtica para salir al espacio extracelular y seguidamente unirse a receptores
comunes sobre la superficie celular, constituyendo asi un importante sistema de
retroalimentacién-positiva.

En cuanto a sus acciones como activadores plaquetarios directos, se ha demostrado que
la unién del TxA, y de la PGH, a sus receptores reduce los niveles de AMPc
intraplaquetarios, pero inicamente cuando €stos hayan sido previamente elevados por agentes
estimulantes de la adenilato-ciclasa (405,406). Se ha comprobado asimismo que el TxA, y la
PGH, estimulan la movilizacién intracelular de calcio en plaquetas (406), y si bien todavia
no estd claro por qué mecanismo, existen evidencias que indican la participacién de una
prote {na-G-reguladora simnilar o idéntica a Gp: la capacidad de los andlogos del TxA, para
estimular la actividad GTPasa (91) y desencadenar una hidrdlisis de polifosfoinositidos
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GDPBS-sensible (92) sugiere que el mecanismo amplificador de la respuesta plaquetaria
ejercido por estos metabolitos activos del 20:4 estd mediado por la activacién de una
proteina-G estimulante de la PLasa-C (proteina "Gp'").

6. MECANISMOS DE REGULACION DE LA RESPUESTA PLAQUETARIA

6.1.- Mecanismos de regulacién positiva

Para que las respuestas plaquetarias (fundamentaimente la formacién de grandes
agregados multicelulares irreversibles) puedan producirse con efectividad y rapidez, resulta
necesaria la puesta en marcha de mecanismos amplificadores de las respuestas iniciales.

Las plaquetas poseen dos mecanismos principales de amplificacién: Los sistemas de
regulacion positiva y la accién sinergistica de los agonistas.

6.1.1.- Sistemas de retroalimentacién-positiva

Los sistemas de retroalimentacidn-positiva que se ponen en marcha durante la
activacion plaquetaria, son fundamentalmente dos:

1.) Formacién de endoperéxidos ciclicos y Tromboxano-A, (407,408,35,209).
2.) Liberacién de ADP durante la reaccién de secrecién (409,410,35).

Estos compuestos actiian como amplificadores de las respuestas plaquetarias iniciales,
ya que una vez liberados al espacio extracelular por las plaquetas activadas, se unirdn a
receptores de membrana especificos, estimulando ia hidrélisis de fosfoinositidos,
movilizacién de calcio, fosforilacién de proteinas y exposicién de receptores para
fibrinégeno, transformando as{ las respuestas iniciales reversibles en respuestas irreversibles
(411).

Sin embargo, ninguno de estos sistemas amplificadores estd implicado en las
respuestas plaquetarias primarias reversibles (adhesién, cambio de forma y primera onda de
agregacién) (24,25). Durante estas respuestas primarias puede producirse la liberacion de
4cido araquiddnico, pero sin la formacién de sus metabolitos activos (412,25,38).

En general, las concentraciones altas de agonistas fuertes (trombina, coldgeno) son

capaces de inducir directamente la activacién plaquetaria sin necesitar la mediacién de estos
mecanismos amplificadores (407,413). Sin embargo, las concentraciones bajas de trombina
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o coldgeno, los agonistas intermedios (como PAF, vasopresina, o andlogos de los
endoperdxidos), y los agonistas débiles (como la epinefrina) dependen parcial- o totalmente
de la formacién de endoperdxidos y TxA, y/o de la liberacién de ADP para poder inducir
una activacién plaquetaria completa (407,412,25).

6.1.2.- Accién sinerg i stica de agonistas
La mayor{a de los agonistas plaquetarios actian de una manera sinergfstica (414).
Concentraciones subcriticas de distintos agonistas que por si solas serfan incapaces
de inducir la activacién plaquetaria, provocan una rtespuesta completa si se afiaden
conjuntamente a una suspensién de plaquetas (415,416,417,408).
Este sinergismo entre los distintos agonistas plaquetarios puede tener una gran
importancia fisioldgica, ya que posibilita la estimulacidn por agonistas que en condiciones

fisiolégicas nunca llegarfan a alcanzar las concentraciones necesarias para inducir la
activacion plaquetaria por si solos (418,419).

6.2.- Mecanismos de regulacién negativa

La existencia de mecanismos fisiolégicos inhibidores de la activacién plaquetaria
resulta imprescindible, ya que de otro modo la estimulacién ilimitada de estas células daria
lugar a procesos trombéticos incontrolados que podrian llegar a tener un curso mortal.

Los principales agentes implicados en la regulacién negativa de la activacién
plaquetaria son el AMP ciclico y la proteina-quinasa-C.

6.2.1.- AMP ciclico (AMPc)
El AMPc inhibe la activacién plaquetaria a varios niveles (ver apartado 4.1.2.2.1.),

por lo cual todos los agentes que induzcan la estimulacién de la adenilato-ciclasa en plaguetas
tendrén efectos inhibitorios sobre la funcionalidad de estas células.

6.2.2.- Prote ina-quinasa-C

Los mecanismos inhibidores de la PKC sobre la activacién plaquetaria ya han sido
descritos en el apartado 4.1.3.2.
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En la Fig.11 aparece un esquema de los mecanismos de regulacién positivai y negativa
implicados en los fendmenos de activacién plaquetaria.
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FIG. 11. MECANISMOS DE REGULACION DE 1.AS RESPUESTAS I’Ij.ngU;EI‘I!LRIAtMi S
Regulacién negativa: 1. Los aumentos del AMPc inhiben la activacién plaquetana,
fundamentalmﬁpor interrumpir la resintesis de PtdIns(4,5)P; al bloquear la PtdIns{4)P-
Kinasa. 2. La PKC activada interfiere el acoplamiento del receptor a la protefna-G'p. 3.lLa
posible estimulacién de la Ins(1,4,5)P;-fosfatasa por la PKC acelera el metabolismo del
Ins(1,4,5)P,. ‘ .
Regulaci6n positiva: 4. Los metabolitos oxigenados activos del 20:4 actian como sistemna de
retroalimentacién positiva al potenciar la hidrélisis de polifosfoinos{tidos.
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1. MATERIALES
1.1. Material biol6gico

Las plaquetas fueron obtenidas de perros mestizos de ambos sexos, con edades
comprendidas entre 2-6 afios.

Todos los animales fueron sometidos a controles hematoldgicos y bioquimicos
completos antes de las extracciones, excluyéndose del estudio todos aquellos que presentaran
alguna alteracidn de los pardmetros normales para la especie.

1.2. Productos radiactivos

Acido (5,6,8,9,11,12,14,15-"H)-araquidénico (1mCi/ml, 120 Ci/mmol); 4dcido-1(*C)-
araquidénico (50 pCi/ml, 60 mCi/mmol); (2-°H)-glicerol (1mCi/ml, 0.1-1 Ci/mmol);
(’H)-5-hidroxitriptamina (serotonina-CH)) (1mCi/ml, 90 Ci/mmol); mio-(2-*H)-inositol
(ImCi/ml, 50 Ci/mmol).

Todos estos productos fueron adquiridos de Amershan, U.K. (Nuclear Ibérica, S.A.)

1.3. Lipidos

Algunos de los 1{pidos utilizados como patrones,(1,2-Dioleil-sn-glicerol
(C18:1, cis 9), 4cido L-a-fosfatidico, dipalmitoil; L-a-fosfatidil-colina, dipalmitoil;
L-a-fosfatidil-L-serina (de cerebro bovino), L-a-fosfatidil-etanolamina, dipalmitoil; dcido
araquidénico, sal sédica (de higado porcino) ), fueron adquiridos a Sigma Chemical
Co.,USA,

Otros 11 pidos ( PtdIns(4,5)P,, PtdIns(4)P, PtdIns, todos ellos de cerebro bovino, y Ptd-
OH de yema de huevo) nos fueron donados gentilmente por el Dr. E.R.S. Rolddn (IAPGRC,
Cambridge, GB).

Los lipidos fueron reconstituidos en el volumen adecuado de una mezcla de
cloroformo:metanol (1:1), y conservados a -20°C en atmésfera de N,.

1.4. Material para cromatografia

Para la separacion de lipidos mediante cromatograffa de adsorcién en capa fina
(TLC), se utilizaron cromatoplacas de Silica Gel G (DC-Fertigplatten Kieselgel 60-F,,, 0.25
mm) y cromatofolios de Silica Gel G (DC-Plastikfolien Kieselgel 60, 0.2 mm), de Merck,
Darmstadt, Alemania.

1.5. Material para Autorradiografia

Peliculas radiogrificas ortocromdticas Valca SHX-55; revelador "Universal Valca";
fijador "Universal Valca"; chasis para radiografia con placas reforzadoras Siemens.
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1.6. Otros reactivos y materiales
1.8.1.- Material plastico
Tubos de centrifuga de polialémeros de 30 ml, de Beckman.
Pipetas Pasteur de 3ml y pipetas de 10 ml estériles, de Costar.
Tubos de polipropilenc de 5 ml, de Daslab.

Cénulas de tefl6n estériles para extraccién de sangre, VASOCAN (Brauniile), 1.2
mm/18G. x 45 mm, de B.Braun, Alemania.

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

1.6.2.- Bolsas para exiraccién de sangre

Bolsas de transferencia estériles y apirdgenas "Kawasumi”, de 300 y 500 ml.

1.6.3.- Ofros reactivos quimicos

De Sigma Chemical Co., USA: albimina bovina inactivada y libre de 4cidos grasos,
hepes, EGTA, saponina, sulfato de neomicina, ATP, GTPrS, BGDP, ionéforo cdlcico
A23187, indometacina, quinacrina, prostaciclina, azul de Coomassie-R.

De Serva : Acido cacodflico (sal sédica).

De Dade Grifols,S.A.: a-trombina bovina.

De Laboratorios Knickerbocker,S.A.E (Barcelona): "Plaquet-CROM" (Reactivos
Cromatest).

De Merck, Darmstadt (Alemania); NaF, Dimetilsulféxido, Azul Tripan, todos los
solventes utilizados para las separaciones de 1{pidos (cloroformo, isooctano, éter dietilico,
etc), 1,2-propileno éxido (para microscopia electrénica), y el resto de 4cidos, bases y sales
empleadas en las preparaciones y ensayos (nivel de reactivos para andlisis).

De Bio-Rad,USA: resinas de intercambio aniénico AG 1-X8 forma formiato (200-
400 Mesh); columnas de polipropileno para cromatografia "Poly-Prep”, con capacidad
para 2 m! de medio cromatogrdfico y 10 ml de reservorio.

De Laboratorios Virbac (Barcelona): "Zoletil” (anestésico de uso veterinario)

De Beckman: céctel de centelieo biodegradable "Ready-Safe” .
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1.7. Equipo

Bafio de agua termostatizado con agitacién New Brunswick Scientific,modelo G76/D;
balanzas analiticas Sauter; estufas Memmert; agitadores rotatorios Atom y agitatubos Clay-
Adams; centr{fuga de mesa Heraeus Labofuge I; centrifuga Orto Tornax; microfuge Kubota
KM-15200; espectrofotémetro Beckman DU-20; densitémetro CAMAG 76610; microscopio
electrénico de transmisién Jeol 100-B; microtomo Ultratome II (LKB); microscopfa éptica
convencional, Olympus BH-2 y Leitz SM-LUX; agregémetro "Whole-Blood-
Lumiaggregometer™ Chrono-Log Model-500 (Chrono-Log Corp.,USA), con registrador de
doble canal Chrono-Log Model-703 (Chrono-Log Corp.,USA); contador de centelleo
Beckman LS 3801; contador de centelleo LKB-WALLAC (Mod. 1215-Rackbeta IT); contador
celular Sysmex F-800, con diluidor automético Sysmex DD-100.
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2. METODOS

2.1.- Aislamiento de plaquetas sanguineas

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

Para la cateterizacién de la arteria femoral se utilizaron cdnulas de teflén (didmetro
1.2 mm ), punciondndose la arteria por via percutdnea a nivel de la regién inguinal.

La sangre fue recogida en bolsas estériles que contenfan como anticoagulante ACD
(4cido citrico 71 mM, citrato sédico 180 mM, glucosa 111 mM) en una proporcién del
10%.

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

La sangre se centrifugé a 200xg durante 20 min a temperatura ambiente, recogiéndose
seguidamente el sobrenadante (Plasma Rico en Plaquetas, PRP). En este momento se tomaban
alicuotas del PRP para el contaje de plaquetas y evaluacién de su viabilidad.

A continuacién, se incubé el volumen adecuado de PRP en distintas condiciones segiin
los ensayos, siempre a 37°C en agitacion.

Una vez completada la incubacién, se centrifugé €l PRP a 800xg durante 15 min a
temperatura ambiente, desprecidndose el sobrenadante (Plasma Pobre en Plaquetas, PPP), y
resuspendiéndose el precipitado (plaquetas) en un volumen abundante de tampdn Tris-Citrato-
Bicarbonato ( C1Na 129mM, CIK 2.8mM, CL,Mg 1.8mM,glucosa 5.5mM, CO,HNa 8.5mM,
citrato sédico 10.9mM, fosfato potdsico 0.8mM, Tris-base 10mM, EGTA 2mM, BSA 0.1%;
pH=6.9 ). A continuacién, se realizaron 3 lavados en tampodn-Tris-Citrato-Bicarbonato en
las mismas condiciones de centrifugacién, resuspendiéndose finalmente las plaquetas en el
volumen adecuado de tampén.

Antes de cada centrifugacién, se afiadié PGI, (450 ng/ml) a la suspension de plaquetas
para evitar la agregacién espontdnea.

Despues del iltimo lavado y antes de realizar los ensayos, se tomaba una alfcuota

para contaje y evaluacién de la viabilidad, ajustdndose la concentracién celular de forma
adecuada segiin el experimento a realizar.
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2.2.- Recuento de plaquetas y valoracién de su viabilidad

2.2.1.- El recuento de plaquetas se realizé segin los casos, en un contador celular
automdtico (Sysmex F-800), o en un hemocitémetro (cdmara de Neubauer).

Para el contaje en hemocitémetro, se realizaba una dilucién 1/100 de la suspensién
de plaquetas en "Plaquet-CROM"™ (solucién compuesta por un colorante y una sustancia para
lisar los eritrocitos).

2.2.2.- Para valorar la viabilidad de las plaquetas, se realizé una dilucién 1/100 de
la suspensién celular en una solucién de Azul Tripan al 0.4% (p/v) disuelto en tampdn
fosfato (pH=7.2), que se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 min, procediéndose
luego a su contaje en un hemocitémetro diferenciando las células tefiidas de las no teflidas
( las células tefiidas son células no-viables ). El % de viabilidad se calculé a partir de la
expresion:

100 x células viables (no tefiidas)

% viabilidad=
células viables + céls.no viables

2.3.- Incubacién y estimulacién de plaquetas
2.3.1- Incubacién de PRP

El PRP se incubd a 37°C en agitacién (100 rpms), durante distintos periodos de
tiempo dependiendo del experimento a realizar.

Las incubaciones con *H-5-HT, fueron siempre de 90 min.

Las incubaciones con “C-20:4, *H-20:4, y *H-Gly, se realizaron durante 150 min,

2.3.2.- Incubacién de plaquetas aisladas en tampén Tris-citrato-bicarbonato

Las incubaciones con *H-mio-Ins se realizaron en tampdn tris-citrato-bicarbonato
durante diversos periodos de tiempo (que oscilaron entre 90-180 min), con el fin de
establecer el tiempo de incubacién adecuado para alcanzar una incorporacién 6éptima de *H-
Ins (ver capitulo de resultados).

Durante las incubaciones, se afiadié PGI; cada 45 min (450 ng/ml) disuelta en un

volumen de etanol que nunca sobrepasé el 0.1% del volumen final, con el fin de prevenir la
agregacion espontinea.
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2.3.3.- Reacciones de estimulacién de plaquetas

Las estimulaciones se realizaron siempre con plaquetas aisladas en el tampén
correspondiente, despues de haber sido lavadas 3 veces para eliminar el is6topo no
incorporado.

La concentracién de plaquetas en el tampén se ajusté siempre a 4 x 10° /ml (excepto
en los experimentos con plaquetas permeabilizadas donde 1a concentracién fue de 2 x 10%/ml),
realizdndose las estimulaciones sobre muestras de 0.5 ml.

Todas las reacciones de estimulacion se realizaron a 37°C en agitacidon, en presencia
o ausencia de calcio segiin los ensayos; la concentracidn de calcio en el medio se ajusté
mediante el uso de tampones Ca** /EGTA como describe Raaflaub (420).

El volumen del estimulante afiadido nunca superé el 0.1% del volumen final de la
muestra.

2.4 .- Permeabilizacién de plaquetas

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

Las plaquetas (2 x 10° /ml) fueron permeabilizadas mediante la incubacién con
saponina (15 ug/ml) en el citado tampén durante 1 min.

Para comprobar el grado de permeabilizacién alcanzado y detectar posibles
alteraciones de la fisiologia plaquetaria tras el tratamiento con saponina, s¢ determinaron los
niveles de ciertas enzimas citos6licas liberados al medio. La actividad catalitica de la
Lictico-Deshidrogenasa (LDH) se establecié mediante la medicién de la oxidacién de
NADH" (condiciones de ensayo de la Sociedad Alemana de Quimica Clinica (421) ). Los
resultados obtenidos fueron comparables a los descritos en la bibliografia para diversos
protocolos de permeabilizacién (231,248), demostrdndose as{ la eficacia del procedimiento
aplicado en nuestro estudio.

2.5.- Determinacién de la secrecién de serotonina (5-HT)

La determinacién de la secrecién de serotonina en plaquetas marcadas con *H-5-HT,
se realizé siguiendo el procedimiento descrito por Lapetina y col. (388).

Las incubaciones fueron frenadas por la adicién de 0.5 volimenes de glutaraldehido
al 6% (p/v). A continuacién se centrifugaron las plaquetas a 10.000xg durante 5 min a 4°C,
tomédndose seguidamente una alfcuota de 100 ul del sobrenadante para contaje de
radiactividad.
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2.6.- Extraccién de 1pidos totales

La extraccién de lipidos totales a partir de una suspensién de plaquetas, se realizé
de acuerdo al procedimiento cldsico de Bligh y Dier (422), siguiendo las modificaciones del
método descritas por Rolddn y col. (423), que s¢ detallan a continuacién;

Las estimulaciones de las plaquetas marcadas con “C-20:4, *H-20:4 6 *H-Gly, fueron
frenadas por la adicién de 1 vol de dcido percldrico al 10%.

Seguidamente, se centrifugaron las muestras a 1000xg durante 5 min, elimindndose
el sobrenadante. A continuacién se afadieron 2.5 vol de 4cido perclérico al 5%, y se
centrifugé de nuevo en las mismas condiciones. Despues de eliminar el sobrenadante, se
afiadieron 3.75 vol de una solucién compuesta por: cloroformo/ metanol/ HCI concentrado
( 1/2/0.012 , v/v/v ). Seguidamente se centrifugaron las muestras en iguales condiciones
que anteriormente, pero en esta ocasion se recogié el sobrenadante y se transfirié a otro
tubo, al que se afiadié por este orden: agua destilada (1 vol), EDTA 100mM pH=7 (0.25
vol), NaCl 0.16 M (1.25 vol) y cloroformo (1.25 vol). A continuacién se centrifugé de
nuevo, obteniéndose dos fases bien diferenciadas: se eliminé la fase acuosa superior, y se
reextrajo la fase orgdnica inferior por la adicién de 2 vol de la mezcla: cloroformo/ metanol
/{ HC1 1 N ( 3/48/47 , v/viv). Despues de centrifugar, se eliminé de nuevo la fase superior,
evapordndose la fase orgdnica bajo nitrégeno. Seguidamente se resuspendié el extracto en
un volumen conocido de cloroformo (1 ml), tomandose 2 alicuotas de cada muestra para
contaje de radiactividad.

A lo largo de todo el proceso de extraccion, las muestras se agitaron en un Vortex
hasta su completa homogeneizacién tras la adicién de las distintas soluciones.

Los extractos lipidicos se conservaron en una atmdsfera de nitrégeno a -20°C hasta
su utilizacién.

2.7.- Aislamiento de 1ipidos de higado de rata

En la mayorfa de los ensayos, los 1ipidos utilizados como patrones habian sido
extrafdos a partir de higado de rata.

La extirpacion del higado de la rata se realizé inmediatamente después de la muerte
del animal, homogeneizdndose seguidamente la viscera en una solucién de sacarosa 0.32 M
al 30% (p/v). El homogeneizado fue filtrado a través de gasa doble, extrayéndose a
continuacién los 1ipidos totales siguiendo el protocolo descrito en el apartado anterior.

Una vez completado el procedimiento de extraccién hasta la dltima centrifugacién,
se filtraron las dos fases a través de papel Whatman del nimero 1, y se dejaron reposar
durante 12 horas a 4°C bajo atmésfera de nitrégeno.

Transcurrido ese tiempo, se eliminé la fase superior, evapordndose la fase orgédnica
inferior bajo nitrégeno; los lipidos totales contenidos en el extracto final fueron aplicados en
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placas de TLC que se desarrollaron en distintos sistemas de solventes dependiendo de los
lipidos que se quisieran separar (ver apartado 2.8.).

Una vez reveladas las manchas lipidicas por accién de vapores de yodo, se rasparon
las correspondientes a los lipidos que se pretendfan aislar. Los 1{pidos fueron extraidos
posteriormente de la Silica-Gel con cloroformo, -cloroformo/metanol (2:1 viv),
cloroformo/metanol (1:1 v/v), y metanol. Finalmente, los extractos se llevaron a sequedad y
se resuspendieron en cloroformo/metanol (1:1 v/v), conservandose bajo nitrégeno a -20°C
hasta su utilizacién.

2.8.- Separaci6n de lipidos
Los 1ipidos fueron separados por cromatografia de adsorcién en capa fina (TLC),
utilizando distintos sistemas de solventes. En todos los casos, los extractos lipidicos se
resuspendieron en 50 ul de cloroformo que seguidamente se aplicaron en las placas de TLC.
Los sistemas de solventes empleados fueron los siguientes:
2.8.1.- Separacién de 1ipidos neutros (424):
Hexano / éter dietilico / dcido acético
(6074071 ;viviv)
2.8.2.. Separacién de dcido fosfatidico, dcidos grasos libres, TxA,, 12-HETE
y HHT (425):
Se utiliza como sistema de desarrollo la fase superior de la mezcla;
Acetato de etilo / Isooctano / 4cido acético / agua
( 90/50/20/ 100 ; viviviv)
2.8.3.- Separacién de Fosfoinositidos y otros Fosfol i pidos (426):

Se utiliz6 un sistema mono- o bidimensional dependiendo de los fosfol{pidos
que se pretendieran separar.

a) Sistema Monodimensional:

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

Cloroformo / metanol / agua / NH, concentrado

(48/40/7/75 ; viviviv)
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b) Sistema Bidimensional:
Para la separacion en dos dimensiones se utilizaron cromatofolios de 10 x 10
cm previamente impregnados con oxalato potdsico al 1% (p/v); como primer
sistemna de solventes se empled el descrito en el apartado a), y una vez secas
las placas, se corrieron nuevamente en el sistema:
Cloroformo / metanol / 4dcido férmico
(5572575 ;viviv)
2.8.4.- Separacién de Fosfolipidos y dcidos grasos libres (427):
Cloroformo / metanol / agua / 4dcido acético
(65/50/572;viviviv)
2.8.5.- Deteccién de las manchas lip i dicas:
Despues de desarrollar las placas de TLC en los respectivos sistemas de solventes, las
manchas correspondientes a los distintos lipidos se revelaron por los siguientes
métodos:
2.8.5.1.- Sometiendo las placas de TLC a vapores de yodo.

2.8.5.2.- Por autorradiografia de las placas

2.8.5.3.- Por tincién de las placas de TLC durante 30 min con
una solucién colorante compuesta por:

Azul de Coomassie-R ... 0.3 g

Metanol ...........coneeens 300 ml
NaCl ...oooiiiiiiiininnnes 5.8¢
ABUA .ivevnniiiniiiiiinnnas Hasta 11

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

En la Fig.12. se muestra el orden de migracién de los distintos 1ipidos en los sistemas
de solventes citados anteriormente.

FIG. 12. SEPARACION DE LIPIDOS EN DISTINTOS SISTEMAS DE SOLVENTES
(AUTORRADIOGRAFIA)

12a.: Separacién de éc. fosfat{dico (PA), éc. grasos libres (AGL), TxB,, 12-HETE y HHT (2.8.2)

(PLs: Fosfolipidos) (La autorradiografia corresponde a un experimento representativo con plaquetas
estimuladas por trombina (2U/ml) y ionéforo A23187 (10u4M); reacciones frenadas a distintos tiempos)
12b.: Separacién de 1ipidos neutros: 1,2-MAG, 1,2-DAG, 1,3-DAG, 4c. grasos Iibres (AGL) y triglicéridos
(TG) (2.8.1.). (La autorradiografia corresponde 8 un experimento representativo con plaguetas estimuladas por
trombina (U/ml); reacciones frenadas a distintos tiempos)
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FIG. 12a.

FIG. 12b.
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LN

AGL

- PIP

PIPy

12c.: Separacién de fosfoinos{tidos y otros fosfol {pidos (Sistema Bidimensional, 2.8.3) (PIP,: PtdIns(4,5)P,,
PIP: Ptdins(4)P, PI: Ptdins, PC: Fosfatidilcolina, PS: Fosfatidilserina, PA: dc. fosfatidico, PE:
Fosfatidiletanolamina, AGL: 4c. grasos libres, LN: L{pidos neutros). (La autorradiografia corresponde aun
experimento representativo con plaquetas estimuladas por trombina (2U/ml); reaccién frenada al cabo de 1 min
post-estimulacién)

2.9. Autorradiografia

La autorradiograffa se llevé a cabo poniendo en contacto las cromatoplacas de TLC,
con pelfcula radiogréfica ortocromdtica VALCA SHX-55. El tiempo de exposicién vino
dado en cada caso por la radiactividad presente, siendo por regla general de unos 10-15 dfas
( a -20°C) para las placas marcadas con “C.

El revelado de las placas se realiz6 manualmente, por las técnicas fotogréficas
convencionales.

2.10.- Aislamiento y separacién de Inositoles-Fosfato

2.10.1.- Aislamiento de Ins-Ps

Los InsPs fueron aislados segiin el método descrito por Irvine y col (428).

Las reacciones se frenaron mediante la adicién a las muestras de 1 volumen de 4cido
tricloroacético al 20% (p/v), manteniéndose a 4°C durante 30 min para facilitar la
precipitacién de las prote{nas. Posteriormente se realizaron 4 lavados centrifugando a 1000xg
durante 10 min con 4 volimenes de éter dietilico, elimindndose la fase superior despues de

cada centrifugacién. Tras el dltimo lavado se ajusté el pH de las muestras a 7, mediante la
adicién de Tris-Base 100 mM.
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2.10.2.- Seperacién de Ins-Ps

La separacién de los distintos Ins-Ps se realizé mediante fraccionamiento por
cromatografia de intercambio aniénico en columnas de resina AG 1-X8 , siguiendo el
procedimiento descrito por Irvine y col (428) y Berridge y col (429).

Antes de aplicarse las muestras, se empaquetaron las columnas de polipropileno con
resina AG 1-X8 de intercambio aniénico forma formiato (200-400 Mesh), hasta obtener un
lecho de 1 ml. Seguidamente se equilibraron las columnas con agua destilada hasta alcanzar
un pH neutro, aplicdndose entonces las muestras. Los distintos Ins-Ps fueron eluidos con los
siguientes sistemas:

1.- 15 m! de agua destilada

2.- 9 ml de tetraborato sddico § mM/dcido férmico 0.1 M
3.- 9 ml de formiato amdnico 0.2 M/fdc. férmico 0.1 M
4.- 9 ml de formiato amdnico 0.4 M/édc. férmico 0.1 M
5.- 9 ml de formiato amoénico 0.8 M/4c. férmico 0.1 M
6.- 9 ml de formiato aménico 1 M/4c. férmico 0.1 M

El empleo de estos sistemas de elucién en el orden descrito, proporcionaba la
separacién de los siguientes compuestos:

1.- *H-Ins libre
2.- GrolnsP
3.- Ins-P

4.- Ins-P,

5.- Ins-P,

6.- Ins-P,

Tras la aplicacién de cada sistema de elucién, se fueron recogiendo las fracciones
eluidas en volimenes de 1 ml en viales que se rellenaron con 10 ml de céctel de centelleo,
determindndose seguidamente la radiactividad presente en cada fraccion.

Para eluir los Ins-Ps totales, se siguié el citado orden de elucién hasta el sistema 2.,
aplicdndose a continuacién 10 ml de formiato amdnico 1.2 M/4c. férmico 0.1 M.

Para separar los distintos Ins-Ps, pero eluyendo conjuntamente el Ins-P, y el Ins-P,,

se sigui6 el mismo orden de elucién hasta el sistema 4., pasdndose seguidamente 10 mi de
formiato aménico 1.2 M/4c. férmico 0.1 M.
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2.11.- Determinacién de la radiactividad
2.11.1.- Muestras {iquidas

Se tomaron al{cuotas de 50 6 100 ul de las muestras y se depositaron en viales de
polipropileno que seguidamente se rellenaron con 10 ml de céctel de centelleo "Beckman
Ready Safe”.

2.11.2.- Muestras sélidas

Para determinar la radiactividad presente en los distintos 1{pidos separados por TLC,
se rasparon las manchas lip{dicas de las placas de TLC, recogiéndose 1a Silica Gel en viales
a los que se afiadié 1 ml de metanol, rellendndose con 10 ml de céctel "Beckman Ready
Safe” al cabo de 1 hora.

La radiactividad de las muestras se determiné en ambos casos en un contador de
centelleo 1iquido, con una eficacia aproximada del 80 % para el “C y del 30% para el °H.

Para la valoracién final de los resultados, se tuvo siempre en cuenta que la
radiactividad presente en los distintos extractos lipidicos, asi como la cantidad total de
lipidos aplicados en las placas de TLC, podian no ser idénticas para todas las muestras de
un mismo experimento, por lo que result$ necesario normalizar las dpms brutas obtenidas
del raspado de las manchas lip{dicas.

Para ello, se aplicd en todos los casos la férmula que se cita a continuacién, basada
en la propuesta por Dixon y col. (430):

Normalizacién dpms:
Media de las dpms totales de todas las muestras

dpms normalizadas = dpms de la mancha x
dpms totales de 12 muestra

Los resultados de los todos los experimentos referentes a 1{pidos separados por TLC
se expresan siempre en dpms normalizadas.

2.12.- Procesamiento de muestras para Microscopia Electronica

Una vez estimuladas, las plaquetas fueron prefijadas mediante la adicién de 1 vol de
glutaraldehido al 2.5 % (p/v) en tampdn-cacodilato (cacodilato sédico 0.1 M, A4cido
clorhidrico 0.1 N, agua bidestilada, 10/0.83/20 v/v/v ), permaneciendo durante 2 horas a
4°C en esta solucién. A continuacién, se centrifugaron a 1000xg durante i5 min,
resuspendiéndose el precipitado en un volumen abundante de tampén-cacodilato. Después de
realizar dos lavados con tampdn-cacodilato, se afadié como fijador tetréxido de osmio al
1% durante 1 hora.
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Al cabo de ese tiempo, se realizaron 2 lavados en tampén cacodilato, para
seguidamente realizar una serie completa de deshidratacién de las muestras con alcoholes
et{licos de gradacién creciente ( 30°, 50°, 70°, 80°, 96° ).

Una vez deshidratadas y lavadas con 6xido de propileno, se procedié a la inclusién
de las muestras en resina 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
ultramicrotomo "Ultratome III" (1LKB). Las muestras se observaron en un microscopio
electrénico de transmisién Jeol-100B.

2.13.- Curvas de agregacion

Las medidas de la agregacién plaquetaria se realizaron en un agregémetro "Whole
Blood Lumi-Aggregometer” Chrono-Log Model-500 (Chrono-Log Corp. USA), que determina
la agregacién en muestras de sangre completa en base a los cambios en la impedancia
eléctrica originados por la agregacién de las plaquetas tras la adicién de los agonistas
(431,432). La corriente eléctrica a través de la muestra fue siempre de 15 kHz, .08 mW.
La ventaja que ofrece éste método sobre los agregémetros dpticos cldsicos (que miden la
agregacion plaquetaria por los incrementos de Ia transmitancia a través de una suspension de
plaguetas), consiste en que permite determinar la agregacién plaquetaria en sangre completa
sin necesidad de aislar previamente las plaquetas, con el consiguiente ahorro de tiempo y de
volumen de muestra (433).

Una vez extrafda la sangre, se depositaron 0.5 ml en una cubeta siliconizada a la que
se afiadié un volumen igual de solucién salina fisiolégica. La muestra se mantuvo a 37°C en
agitacién durante 5 min antes de realizar la estimulacién, durante los cuales se ajustd a cero
la impedancia medida en un registrador de doble canal Chrono-Log Model-703; después de
afiadir el agonista, se midieron los cambios de la impedancia de la muestra durante 2 min.

En otras ocasiones, para determinar si las plaquetas presentaban una funcionalidad
normal tras las incubaciones con los distintos isétopos, las medidas de la agregacién
plaquetaria se realizaron sobre PRP en el "Whole-Blood Lumi Aggregometer” . En estos
casos, las estimulaciones también se llevaron a cabo durante 2 min a 37°C en agitacién, pero
sobre un volumen de PRP de 1 ml.
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1. SECRECION PLAQUETARIA INDUCIDA POR AGONISTAS
FISIOLOGICOS Y AFISIOLOGICOS

En todos los experimentos de secreci6n, las plaquetas aisladas en tampdn tris-citrato-
bicarbonato (madificado por la adicién de BSA al 0.1%) y marcadas con *H-5-HT, fueron
estimuladas mediante la adicién de distintos agonistas en ausencia o en presencia de calcio
extracelular, cuantificdndose la liberacién de serotonina de acuerdo al procedimiento descrito

en Materiales y Métodos.

1.1. Efecto de la trombina sobre la secrecién plaquetaria

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

SECRECION

La secrecién comienza a ser
detectable al cabo de 5-10 sg tras la
adiciéon de la trombina (2U/ml),
alcanzdndose los valores miximos a
los 2 min de la estimulacién y
manteniéndose al mismo nivel a
tiempos mds largos (Graf.2).

Graf.2. EFECTO DE LA TROMEBINA (2U/ml) SOERE
LA SECRECION PLAQUETARIA DE SEROTONINA
(Media 1 SD de unt minimo de 5 experimentos realizados
tn ausencia ¢ ¢n presencia de calcio ImM. El 100% de
secrecién corresponde a la inducida por 2U/ml de
trombina a los 2 min post-estimulacién)}
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1 U/ml (concentracién a la que se
alcanza el mdximo de secrecién),
manteniéndose constantes los niveles
de secreciéon con concentraciones
superiores de este agonista (Graf.1).

Graf.1. EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE TROMBINA SOBRE LA
SECRECION PLAQUETARIA DE SEROTONINA
(Todas las reacciones frenadas a los 2 min post-
estimutacién. Media +SD d¢ un minimo de 5
experimentos realizados en auscncia 6 en presencia de
calcic 1mM. El 100% de secrecidn corresponde a la
inducids por 2U/ml de trombina a los 2 min post-
estimulacién)

SECRECION
033888838883

—d— =Calcio

—— +Caltio

30 60 9 120
TIEMPOLsn}

67



1.2. Efecto del ionéforo cdlcico A23187 sobre la secrecién plaquetaria

La secrecién plaquetaria en respuesta al ion6foro A23187 se produce de manera dosis-
dependiente con todas las concentraciones de A23187 utilizadas.

Los niveles de secrecidon 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 ionéforo (25uM) (Graf.3).
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Gmf3. EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE IONOFORO
A23187 SOBRE LA SECRECION
PLAQUETARIA DE SEROTONINA (Todas las
reacciones frenadas a loa 2 min post-
estimulacién. Media +SD de un mfnimo de 5
experimentos  realizados en ausencia 6 en
presencia de calcio 1mM. El 100% de secrecin
corresponde & la inducide por 2U/ml de
trombina a los 2 min post-estimulacién)

La cinética de la reaccion de secrecién inducida por el A23187 (10uM), es
practicamente idéntica a la producida en respuesta a Ia trombina (2U/ml); la liberacién de
serotonina comienza al cabo de 5-10sg del contacto con el agonista, alcanzdndose el 100%

de secrecién a los 2 min (Graf.4).

Graf 4. EFECTO DEL IONOFORO CALCICO
A23187 (10sM) SOBRE LA SECRECION
PLAQUETARIA DE SEROTONINA (Media
+SD de un minimo de 5 experimenios
realizados en ausencia 6 en presencia de calcio
imM. El 100% de secrecién corresponde a la
inducida por 2U/ml de trombina a los 2 min
post-estimulacidn)
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1.3. Efecto del calcio extracelular sobre la secrecién plaquetaria
1.3.1. Secrecién inducida por calcio

La adicién de calcio al medio de incubacién no indujo la secrecién plaquetaria de
serotonina hasta que no se alcanzaron concentraciones de 10° M (concentraciones
completamente afisioldgicas), que estimularon la secrecién en un 15% (Graf.5).

1.3.2. Efecto del calcio sobre la secrecién inducida por trombina

La liberacién de serotonina inducida por trombina es independiente del calcio
extracelular, ya que no existen diferencias significativas entre los niveles de secrecién
alcanzados en ausencia de caicio y los producidos en presencia de este catién (1mM) con
ninguna de las concentraciones de trombina empleadas (Graf.1).

Por otra parte, la
secrecion inducida por trombina
(2U/ml) no se vié afectada por 12511
la adicidn de distintas
concentraciones de calcio al
medio extracelular, ni siquiera
con concentraciones de calcio
que por si mismas estimulan la
secrecién (10°M) (Graf.5)

]

2]

100 1]

\J

-Colelo
EZATromb

Il COaz231e7

..............

sl

%$¥SECRECION

Graf.5 . EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE CALCIO SOBRE
LA SECRECION PLAQUETARIA DE A1 .
SEROTONINA INDUCIDA POR TROMBINA 6  10-7 10-8 10-3 10-2
(2U/ml) Y IONOFORO A23187 (10kM) (Todas (CALCIO] MOLAR
las reacciones frenadas a los 2 min post-
estimujacién. Media +SD de un minimo de 3
experimentos. El 100% de secrecidn
corresponde a la inducida por 2 U/ml de
trombina)
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1.3.3. Efecto del calcio sobre la secrecién inducida por ionéforo A23187

I.a secrecién en respuesta a este agonista si estd influenciada por la presencia de
calcio: en ausencia de calcio extracelular, la secrecién inducida por distintas concentraciones
de iondéforo A23187 no llega nunca a alcanzar los niveles estimulados por la trombina
(Graf.3). Sin embargo, en presencia de concentraciones extracelulares de calcio de 10° M,
se produce un marcado incremento de la cantidad de serotonina liberada por accién del
A23187, llegando a superar a la inducida por la trombina (Graf.3). Si bien este aumento de
la secrecion en presencia de calcio extracelular se produce con todas las concentraciones de
A23187 empleadas, €l incremento es mayor cuanto més alta sea la dosis de A23187 utilizada,
llegando a ser del 20% para la concentracién de 10uM y del 30% para la 25uM.

El efecto potenciador del calcio sobre la secrecién inducida por A23187 es dependiente
de la dosis, empezando a manifestarse a concentraciones de calcio iguales o superiores a
10° M (Graf.5).
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1.4. Efecto de agonistas activadores de prote{nas-G-reguladoras sobre 1a secrecién
plaquetaria

Con objeto de establecer la posible participacién de proteinas-G-reguladoras en los
fendmenos de activacién de las plaquetas caninas, se realizaron varios experimentos en
plaquetas intactas y permeabilizadas con saponina, empleando como estimulantes plaquetarios
dos agentes capaces de activar prote{nas-G: Fluoruro sédico y andlogos no-hidrolizables del
GTP (GTPrS).

1.4.1.Efecto del Fluoruro sédico (NaF) sobre la secrecién plaquetaria

El NaF (mds probablemente el complejo AIF*), es capaz de unirse a la forma inactiva
de las proteinas-G y ocasionar la disociacién de sus subunidades mimetizando los efectos de
la unién de GTP, originando as{ la activacién de estas proteinas-reguladoras (434,435).

Nuestros resultados demuestran que concentraciones de NaF superiores a 10 mM
inducen la secreci6n plaquetaria de serotonina en células intactas, de una manera dependiente
de la dosis y por un mecanismo
independiente del calcio
extracelular (Graf.6 ). La
cantidad de serotonina secretada
en respuesta al NaF llega a
alcanzar el 75% del total de
serotonina secretada tras la
estimulacién con trombina
(2U/ml).
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Graf.6.EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE FLUORURO
SODICO (NaF) SOBRE LA SECRECION
PLAQUETARIA DESEROTONINA (Todas las
reacciones frenadas a los 2 min post-
estimulacién. Media +SD de un minimo de 5
experimentos realizados en ausencia & en INeF]l mM
presencia de calcio ImM. El 100 % de secrecitn
corresponde a In inducida por 2U/ml de
trombina a los 2 min post-estimulacidn)
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1.4.1.1.Efecto del NaF sobre la secrecién inducida por trombina

El NaF posee un marcado efecto potenciador de 1a secrecion inducida por trombina,
siendo mayor la potenciacién cuanto menor sea la concentracién de trombina (Graf.7). El
NaF llega a multiplicar por 8 la secrecién inducida por 0.01U/ml de trombina (concentracién
que por si sola apenas es capaz de estimular la secrecidn, ver apartado 1.1.). El efecto
potenciador del NaF sigue siendo manifiesto con concentraciones de trombina de 0.1U/ml,
desapareciendo casi por completo al aumentar la dosis de trombina.
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Graf.7.EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE FLUORURO
SODICO SOBRE LA SECRECION
PLAQUETARIA DE SEROTONINA
INDUCIDA POR DIFERENTES DOSE DE
TROMBINA (Todas las reacciones frenadas a
Jos 2 min post-estimulacién. Medis +8D de 3
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1.4.2. Efecto del GTP1S sobre la secrecién plaquetaria

El GTPrS es un andlogo no-hidrolizable del GTP, por lo que su unién a una
proteina-G induce la activacién continuada de esta tltima (436).

En los experimentos con GTPrS, las plaquetas eran permeabilizadas mediante 1a
adicién de saponina 1 min antes de la adicion del estimulo.

* Dado que las concentraciones excesivas de saponina pueden producir alteraciones
del metabolismo plaquetario que interferirian en los resultados, se realizaron ensayos para
establecer con exactitud la dosis
doptima de saponina a emplear
en nuestro sistema. Dicha
concentracién resultdé ser de
15pg/2 x 10* plaquetas, ya que
con esta dosis de saponina se
...................................................................................... alcanzan los niveles mdximos de
secrecion en respuesta a GTPrS
sin que las plaquetas resulten
dafiadas durante el proceso de
permeabilizacién (Graf.8).
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SAPONINA (Todas las reacciones frenadas a los
2 min post-estimulacién. Media £SD de 3
experimentos realizados en presencia de calcie
0.14M y ATP 0.1mM . El 100% de secrecién corresponde & la inducida por 2U/ml de trombina a los 2 min post-estimulacién en plaquctas
no-permeabilizadas)
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El GTP7S induce la secrecion plaquetaria en presencia de ATP (1 mM) y de
concentraciones de calcio de 0.1 uM (equivalentes a las citosélicas en células en reposo) de

forma dependiente de la dosis (Graf.9).
La secrecién estimulada
por el GTP7S es superior a la

inducida por NaF, pero sin
llegar nunca a alcanzar los
niveles de serotonina liberados
en respuesta a trombina.

Graf.9.EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DEGTPrS SOBRELA
SECRECION DE SEROTONINA EN
PLAQUETAS PERMEABILIZADAS (Las
plaquetas fueron permeabilizadas mediante la
adicién de 15xg/ml de saponina 1 min anies de
Ia adicién de} estimulo. Todas las reacciones
frenadas a log 2 min post-estimulacién. Media
15D de 3 experimentos realizados en presencia
de calcio 0.1¢M y ATP 0.1mM . El 100% de
secrecifn corresponde a In inducida por 2U/ml
de trombina a los 2 min post-estimulacién en
plaquetas no-permeabilizadas)
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1.5. Efecto del ATP sobre 1a secrecién plaquetaria

El ATP induce numerosas reacciones de fosforilacién protéica implicadas en distintas

fases de la activacién plaquetaria.

Los resultados obtenidos demuestran que las concentraciones de ATP iguales o
superiores a 0.1 mM, son capaces de inducir 1a secrecién en plaquetas permeabilizadas con
saponina (Graf.10). El nivel de secrecién inducido por el ATP en presencia de

concentraciones de calcio equivalentes
a las existentes en plaquetas activadas
(0.5 uM), es superior al producido
con concentraciones equivalentes a las
citosdlicas de plaquetas en reposo (0.1
M), llegando en el primer caso a
alcanzar los niveles de secrecién
estimulados por el ionéforo A23187
(10 pM).

Graf.10.EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE ATP SOBRE 1A
SECRECION DE SEROTONINA EN FLAQUETAS
PERMEABILIZADAS (Lat plaquetas fueron
permesbilizadas mediante la adicidn de 15ug/ml de
saponina 1 min antes de la adicién det estimulo. Todas
las reacciones frenadas 8 Jos 2 min post-estimulacién.
Media 1 5D de 3 experimentos realizados en presencia de
calcio 0.1gM & calcio 0.52M . El 100% de secrecidn
corresponde a la inducida por 2U/ml de trombina a los 2
min post-estimulacién en plaquetas no-permeabilizadas)
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1.6. Efecto del 1,2-Oloacetilglicerol (OAG) sobre 1a secrecién plaquetaria

Con el fin de determinar la posible implicacién de la Protefna-Quinasa-C en los
procesos secretores en plaquetas de perro, se realizaron experimentos de secrecién utilizando
un diglicérido exégeno (OAG) como agonista. El OAG es un diglicérido con configuracién
1,2- de cadena corta, lo cual le permite atravesar Ia membrana plasmadtica celular (315,437).

Nuestros resultados demuestran que las concentraciones de OAG de 20uM estimulan
la secrecién plaquetaria, llegando a duplicar Jos niveles basales de secrecién (Tabla.1).

Por otra parte, €l efecto del OAG (20uM) sobre la secrecién inducida por trombina
(2U/ml) es variable en funcién del tiempo transcurrido entre la adicién de ambos agonistas:
cuando el OAG y la trombina se afiaden al mismo tiempo, se observa un efecto potenciador
del OAG sobre la secrecidn estimulada por 1a trombina. Por el contrario, si la trombina se
afiade despues de haber preincubado durante 30 sg con el OAG, el efecto de este dltimo es
inhibitorio (Tabla.1).

TABLA.1. EFECTO DEL 1,2-OLOACETILGLICEROL SOBRE LA SECRECION DE
SEROTONINA (Media1+SD de un minimo de 3 Experimentos)

%_SECRECION
Control-Basal 10% 4+ 2
+ Trombina (2U/ml) 100% £+ 1
+ OAG (20uM) 20% + 2
+ OAG (20uM) + Trombina (2U/ml)---- 122% + 1

(afiadidos al tiempo)
+ OAG (20uM) + Trombina (2U/ml)----- 89% + 2
(30sg preincubacién con OAG)

2. EFECTO DE LOS INHIBIDORES DE DISTINTAS RUTAS METABOLICAS
CELULARES SOBRE LA SECRECION PLAQUETARIA

Con objeto de establecer el grado de participacién de diversos sistemas metabdlicos
intracelulares en el proceso de secrecién plaquetaria, realizamos algunos experimentos
utilizando conocidos inhibidores de ciertas rutas de activacién celular, cuyos resultados se
describen a continuacién.

2.1. Efecto de la Neomicina sobre la secrecién plaquetaria inducida por distintos
agonistas

La neomicina inhibe de manera relativamente especifica la hidrélisis de

polifosfoinositidos por unirse a estos fosfol {pidos, impidiendo asf su ataque por la
fosfoinositidasa (438,439,440).
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Las reacciones descritas a continuacién se llevaron a cabo con plaquetas intactas y en
presencia de calcio 1mM, excepto en el caso de las estimulaciones con GTPrS que se
realizaron con plaquetas previamente permeabilizadas por saponina y en presencia de
concentraciones de calcio de 0.1uM.

La preincubacién con la neomicina tuvo en todos los casos una duracién de 2 min.

2.1.1. Secrecién inducida por frombina

La neomicina inhibe la secrecién inducida por trombina (2U/ml) de forma dependiente
de la dosis, a partir de concentraciones superiores a 0.1 mM.
La concentracién de 5 mM produce una inhibicién de aproximadamente un 75%, que llegard
a ser del 100% con
concentraciones de neomicina de
10 mM (Graf.11a).

Graf.11a.EFECTO DE DISTINTAS 1257
CONCENTRACIONES DE NEOMICINA
SOBRE LA SECRECION PLAQUETARIA DE
SEROTONINA INDUCIDA POR TROMBINA
QU/ml), YONORORO A231%7 (10uM) ©
FLUORURC SODICO (G0mM) (Todas las
reacciones fremadas & los 2 min post-
estimulacién. Las preincubaciones con
neomicina fueron siempre de 2 min. Media
1 SD de 5 experimentos realizados en presencia
de calcio 1 mM . El 100% de secrecidén
corresponde a la inducida por 2U/ml de
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2.1.2. Secrecién inducida por ionéforo cdlcico A23187

Ninguna de las concentraciones de neomicina empleadas tiene efecto alguno sobre la
secrecién de serotonina inducida por ionéforo A23187 (10uM) (Graf.11a).

2.1.3. Secrecién inducida por Fluoruro sédico (NaF)

La neomicina ejerce un marcado efecto estimulante sobre la secrecion plaquetaria
inducida por NaF (30 mM). Este efecto potenciador es dosis-dependiente, siendo detectable
a concentraciones de neomicina iguales o superiores a I mM; esta concentracién aumenta ya
en un 40% la secrecién en respuesta al NaF, incremento que llegard a ser de mds del 50%
con concentraciones superiores (Graf.11a).

2.1.4. Secrecién inducida por GTP1S

Al igual que sucede con la secrecién inducida por NaF, la neomicina potencia
significativamente la secrecién plaquetaria estimulada por el GTP7S. Las concentraciones
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efectivas de neomicina en este
caso son iguales a las descritas
para el NaF, siendo también el
grado de estimulacién alcanzado 78
muy similar para estos dos

. . 1” F ........................... : mamygtbrrapps pddeagis e TP
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Graf.11b.EFECTO DE LA NEOMICINA o 78 ; 5 ma
SOBRE LA SECRECION PLAQUETARIA DE N -
SEROTONINA INDUCIDA POR DIVERSOS :
AGONISTAS: ¥ Y ¢ — |
TROMBINA QU/ml), IONOFORQ A23187 :
(1xM), FLUORURO SODICO  (30mM), o o ) -

GTPTS (100pM), OLOACEITLGLICEROL
(20¢M). (Todas las reacciones frenadas a los 2
min post-estimulacién. Las preincubaciones con
neomicing (SmM) fueron siempre de 2 min.
Media +SD de un minimo de 3 experimentos.
Las estimulaciones con Trombina, ionSforo
A23187, NaF y OAG fueron realizadas en plaquetas intactas y en presencia de calcio 1mM. Las estimulaciones con GTPTS fueron realizadas
en plaquetas permeabilizadas con saponina (15gg/ml) y en presencia de calcio 0.14M y ATP 0.1mM. El 100% de secrecidn corresponde
en cada caso a Ja méxima inducida por cada agonista en ausencia de neomicina)

2.1.5. Secrecién inducida por 1,2-Oloacetilglicerol (OAG)

La adicién de neomicina (rango de concentraciones de 0.1 mM a 10 mM) no afecta
en modo alguno a la secrecién inducida por el OAG (20uM) (Graf.11b).

2.2, Efecto de 1a Quinacrina sobre la secrecién plaquetaria inducida por distintos
agonistas

La quinacrina actia como inhibidor de la actividad fosfolipasa-A, en diversos tipos
celulares por un mecanismo no bien conocido (441,442).

Todas las estimulaciones realizadas en presencia de este inhibidor se efectuaron con
plaquetas intactas en presencia de calcio (1 mM), siendo las preincubaciones con la quinacrina
de 2 min.

2.2.1. Secrecién inducida por trombing

La adicién de quinacrina (2 mM) al medio extracelular 2 min antes de la estimulacién
de las plaquetas con trombina (2U/ml), inhibe en casi un 70% la secrecién de serotonina
inducida por este agonista (Graf.12).

2.2.2. Secrecidn inducida por ionéforo A23187

La quinacrina (2 mM) posee también un efecto inhibitorio sobre la secrecién inducida
por ionéforo A23187 (10uM), si bien el grado de inhibicidn es menor que el ejercido sobre
la secrecidn en respuesta a trombina (no llega a superar el 50%) (Graf.12)
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Onf.12.8FECTO DE LA QUINACRINA
SOBRE LA SECRECION INDUCIDA POR
DIVERSOS AGONISTAS: TROMBINA
QU/ml), IONOPFORO AZ3187 (10uM),
FLUORURO SODICO (30mM) Y
J OLOACETILGLICEROL. QOuM). (Todas las
~Cuirmcrive rescciones frenadas a Jos 2 min post-
estimulacién. Las preincubaciones con
inpa (2mM) fueron siempre de 2 min.
Media +SD de un minimo de 3 experimentos
realizados en presencia de calcio lmM. E1100%
de secrecion corresponde en cada caso a la
miéxima inducida por cada agonista en ausencia
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de quinacrina)

2.2.3. Secrecién inducida por Fluoruro sédico

La presencia de quinacrina (2 mM) en el medio de incubacidn, produce una inhibicién
del 70% sobre la secrecién de serotonina estimulada por el NaF (30 mM), siendo por tanto
la secrecién inducida por este agonista la mds sensible a la accién de la quinacrina (Graf.12).

2.2.4. Secrecién inducida por 1,2-Oloacetilglicerol (OAG)

Al contrario de lo observado para el resto de los agonistas, la quinacrina (2 mM) posee
un efecto potenciador sobre la secrecién inducida por el OAG (20uM), incrementando en
aproximadamente un 85% la secrecion en respuesta a este agonista (Graf.12).

2.3. Efecto de la Indometacina sobre la secrecién plaquetaria inducida por distintos
agonistas

La indometacina es un conocido inhibidor de/ metabolismo del dcido araquidénico
por la via ciclooxigenasa, por bloquear esta actividad enzimdtica (443).

Todas las reacciones que se describen a continuacién se llevaron a cabo en presencia
de caicio (1 mM), realizdndose preincubaciones de 2 min con indometacina antes de la
adicién de los distintos agonistas.

2.3.1. Secrecién inducida por trombina

La adicién de indometacina (100uM), ocasiona una inhibicidn de casi un 60% sobre
la secrecién plaquetaria inducida por trombina (2U/ml) (Graf.13).
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Graf.13.EFECTO DE LA INDOMETACINA —_
SOBRE LA SECRECION INDUCIDA POR 1281/
DIVERSOS AGONISTAS: TROMBINA
QU/ml), JONOFORO A23187 (10uM) Y
FLUORURO SODICO @GOmM) (Todas las
reacciones frenadas a los 2 min post-
estimulacidn. Las preincubaciones con
indometacina (100gM) fueron siempre de 2 min.
Media +5D de 3 experimentos realizados en
presencia de calcio ImM. El 100% de secrecién
corresporkle en cada caso a la méxima inducida
por cada agonista en susencia de indometacina)
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2.3.2. Secrecién inducida por ionéforo A23187

La indometacina (100uM) inhibe en aproximadamente un 50% la secrecién inducida
por ionéforo A23187 (10uM); este porcentaje de inhibicidn es pricticamente idéntico al
ocasionado por la quinacrina sobre la secrecién estimulada por este mismo agonista (Graf. 13).

2.3.3. Secrecién inducida por Fluoruro sédico (NaF)

La presencia de indometacina (100uM) en el medio de incubacién induce una
inhibicién del 60% sobre la secrecién de serotonina activada por el NaF (30mM) (Graf.13).

3. METABOLISMO DE POLIFOSFOINOSITIDOS EN PLAQUETAS CANINAS

Con objeto de establecer la posible participacién de la hidrdlisis de polifosfoinositidos
y de los metabolitos derivados de esta dltima en los fendmenos de secrecién en plaquetas de
perro, se realizaron una serie de experimentos para determinar el grado de hidrélisis de
polifosfoinositidos y los niveles de 1,2-Diacilglicerol e Inositol(1,4,5)P, generados en
plaquetas activadas por trombina.

3.1. Hidrdlisis de PtdIns{4,5)P, y PtdIns(4)P en plaquetas activadas por trombina

Las plaquetas aisladas en tampdn Tris-citrato-bicarbonato (conteniendo BSA al 0.1%)
y marcadas con “C-dcido araquidénico fueron estimuladas con 2U/ml de trombina; las
reacciones fueron frenadas a distintos tiempos, extrayéndose y separdndose seguidamente los
lipidos como se describe en el capitulo de Materiales y Métodos.
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El marcaje en PtdIns(4,5)P, experimenta un marcado descenso (25%) 15 sg despues
de la adici6én de trombina que se mantendrd durante 45 sg m4s, restableciéndose los niveles
basales al cabo de 2 min (Graf.14).

De forma paralela a la
disminucién en PtdIns(4,5)P,, se
produce un incremento de
marcaje en PtdIns(4)P, que
luego desciende nuevamente
hasta recuperar précticamente
los niveles basales transcurridos
2 min tras el contacto con el
agonista.
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al contenido en plaguetas no-estimuladas)
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3.1.1. Efecto de la quinacrina sobre la hidrélisis de polifosfoinositidos

La quinacrina se utiliza comunmente como inhibidor de la actividad fosfolipasa-A.,; sin
embargo, con objeto de estudiar otros posibles efectos este agente sobre las distintas vias
de activacién plaquetaria, se estudiaron sus acciones sobre la hidrélisis de polifosfoinos{tidos.

3.1.1.1. Hidrélisis de polifosfoinositidos inducida por trombina

La adicién de quinacrina (2 mM) al medio de incubacién 2 min antes de la
estimulacién con trombina (2U/ml) inhibe la hidrélisis de polifosfonositidos inducida por este
agonista, como demuestran los incrementos de los niveles de todos los 1ipidos de inositol
medidos al cabo de 1 min postestimulacién (Tabla 2).

3.1.1.2. Hidrdlisis de polifosfoinositidos inducida por ionéforo cdlcico A23187

Al igual que en el caso de la trombina, la quinacrina (2 mM) bloquea el ataque de los
polifosfoinositidos por la fosfolipasa-C en respuesta a la estimulacién con ion6foro A23187
(10uM); el marcaje en fosfoinositidos al cabo de 1 min tras la adicién del A23187
experimenta un considerable aumento en presencia de quinacrina, como aparece reflejado en
la tabla 2.
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3.1.1.3. Hidrélisis de polifosfoinos{tidos inducida por Fluoruro sédico (NaF)

La quinacrina (2 mM) también inhibe la degradacién de los polifosfoinos{tidos
inducida por el NaF(30mM), como indican los resuitados expuestos en la tabla 2.

TABLA.2. EFECTO DE LA QUINACRINA SOBRE LA HIDROLISIS DE
POLIFOSFOINOSITIDOS INDUCIDA POR DISTINTOS AGONISTAS
(Todas las reacciones fueron frenadas a los 1 min post-estimuiacién; Media+SD de 3

Experimentos)
PIP, (dpms) PIP (dpms) PL (dpms)
BASAL 525+12 53617 70244186
" +Quin 642145 1427411 73944206
TROMBINA 380+19 857+68 54781152
" +Quin 57716 1605118 6602 +351
A23187 552164 758+12 54084223
* +Quin 760161 2104 +168 63224264
NaF 413121 70417 53384140
" 4+ Quin 80183 1623499 71644382

3.2. Producciéa de 1,2-Diacilglicero! en plaquetas activadas por trombina

Las plaquetas aisladas y marcadas con *H-Glicerol y/o *H- é “C-4cido araquidénico,
fueron estimuladas con trombina en presencia y ausencia de calcio.

La formacién de 1,2-DAG
en respuesta a la trombina (2U/ml)
es transitoria: comienza a ser
detectable a los 5 sg tras la adicién
del agonista y alcanza sus valores |
maximos a los 15 sg, retornando i
de nuevo a los niveles basales a los
30 sg (Graf.15). El 1,2-DAG
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*‘. - 12-0AG

5 § &
=
-
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. —— -MAG
generado en plaquetas activadas 400 2
por trombina llega a duplicar los
niveles basales existentes en 200 | R
plaquetas en reposo. ' * : -
°0 0 - 4] 920 120

Graf.15_EFECTO DE LA TROMBINA SOBRE LA
FORMACION DE 1,2-DIACILGLICEROL Y 1,2- TIEMPO {(sy9)
MONOACILGLICEROL (Todas las estimulaciones
se redlizaron con 2U/ml de trombina en presencia de
calcio ImM. Media +S5D de 3 experimentos)
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La produccién de 1,2-DAG en plaquetas estimuladas con trombina no depende del
calcio extracelular, ya que se produce en igual medida tanto en ausencia como en presencia
(1mM) de calcio en el medio de incubacion.

3.2.1. Produccién de 1,2-Monoacilglicerol {1,2-MAG) en ploaquetasestimuladas
por frombina

Con el fin de determinar una posible actividad enzimadtica tipo diglicérido-lipasa, se
midieron los niveles de 1,2-MAG generados en plaquetas activadas por trombina (2U/mi).

Nuestros resultados indican que el 1,2-MAG plaquetarioc no experimenta
modificaciones durante la estimulacién con trombina, manten {éndose niveles idénticos a los
basales durante los 5-120 sg posteriores a la adicién del agonista (Graf 15).

3.3. Produccién de Inositoles-fosfato en plaquetas estimuladas por trombina

Las incubaciones de las plaquetas con *H-mio-inositol (30uCi/ml) se realizaron
inicialmente en tamp6n-tris-citrato-bicarbonato (con BSA al 0.1%), durante 180 min.

Despues de la incubacién, las plaquetas (4 x 10° plaquetas/ml) fueron lavadas y
estimuladas con trombina (2U/ml), frendndose las reacciones con 4cido tricloroacético y
extrayéndose los inositoles-fosfato de acuerdo al procedimiento descrito en Materiales y
Métodos.

Antes de comenzar la extraccién de inositoles-fosfato, se tomaron alicuotas (100ul)
de cada muestra para coataje de radiactividad con objeto de determinar el nivel de
incorporacidn del isdtopo. El escaso nimero de dpms medidas en las al{cuotas tomadas antes
de la extraccién (una media de 2100 dpms/4 x 1{® plaquetas), as{ como en las distintas
fracciones recogidas tras la elucién de las muestras por columnas de intercambio aniénico
{(miximo 180 dpms/4 x 10° plaquetas en la fraccién correspondiente a los
Glicerofosfatidilinositoles, o un total de 800-900 dpms /4 x 10° plaquetas cuando se recogf{an
todas las fracciones conjuntamente), puso en evidencia que la capacidad de incorporacion 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 centrifugacién de las plaquetas tras la incubacién con *H-mio-inositol, era
muy elevada en proporcién a la contenida en la suspension de plaquetas lavadas, lo cual
confirmaba la escasa incorporacidn del isétopo por estas células.

Con el fin de incrementar dicha incorporacién, se introdujeron diversas modificaciones
en los métodos empleados: en primer lugar, se realizaron cambios en la composicién del
medio de incubacién (aumentando o reduciendo el contenido de BSA, eliminando la glucosa
del medio durante todo o parte del periodo de incubacién, o utilizando PRP en sustitucién
de los medios artificiales), modificdndose también la duracién de los periodos de incubacién
(que oscilaron entre 60 a 210 min). Asimismo, se emplearon concentraciones superiores de
*H-mio-inositol ( alcanzdndose concentraciones de hasta 754Ci/ml), aumentdndose también
de forma paralela el nimero de plaquetas/ul hasta concentraciones de 10 x 10*/ml.

Sin embargo, a pesar de las variaciones introducidas, la incorporacién de 3H-mio-

inositol por las plaquetas caninas siguié siendo insuficiente para permitir el estudio de los
inositoles-fosfato en estas células.
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4. PRODUCCION DE ACIDO FOSFATIDICO EN PLAQUETAS
ESTIMULADAS POR DISTINTOS AGONISTAS

4.1. Produccién de Ptd-OH en plaquetas activadas por trombina

4.1.2. Plaquetas intactas

Los niveles intraplaquetarios de Ptd-OH aumentan significativamente tras Ia
estimulacién con concentraciones de trombina iguales o superiores a 0.1 U/ml (Graf. 16). E
incremento de Ptd-OH en respuesta a la activacién por trombina (2U/ml), empieza a ser
detectable al cabo de 5-15 sg tras la adici6n del estimulo, alcanzando los valores maximos

(més de ocho veces superiores a ios
basales) a los 2 min; a tiempos mis
largos se observa un descenso
progresivo, hasta retornar
definitivamente al nivel basal de
plaquetas en reposo al cabo de 10 min
post-estimulacién (Graf.17).

Graf . 16.EFECTO DE DISTINTAS
CONCENTRACIONES DE TROMBINA SOERE LA
FORMACION DE ACIDO POSFATIDICO (Todas las
reacciones se realizaron en presencia de calcio 1mM ¥
fueron frenadas a los 2 min post-estimulacién. Media
+SD de 3 Experimentos)
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La formacidon de Ptd-OH
inducida por la trombina no estd
influenciada por la
concentracién extracelular de
calcio, ya que se produce de
manera pricticamente idéntica
tanto en ausencia como en
presencia de calcio (1mM) en el
medio de incubacién (Graf.17).

Graf.17.EFECTO DEL CALCIO
EXTRACELULAR SOBRE LA PORMACION
DE ACIDO ROSFATIDICO INDUCIDA POR
TROMBINA (Las estimulaciopes fueron
realizadas con 2U/mi de trombina en ausencia &
en presencia de calcio ImM., Media +8D de §
experimentos)
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4.1.3. Plaquetas permeaobilizadas

La formaci6n de Ptd-OH inducida por trombina (2U/ml) en plaquetas permeabilizadas
con saponina (15ug/2 x 10° plaquetas) y en presencia de calcio 0.1uM, es muy similar a la
producida por este mismo agonista en plaquetas intactas (Tabla 3).

4.2. Produccién de Ptd-OH en plaquetas activadas por ion6foro A23187
4.2.1. Plaquetas intactas

La estimulacién de 1as plaquetas caninas intactas con iondéforo célcico A23187 (104M)
también induce la formacién de Ptd-OH, si bien los niveles de Ptd-OH producidos en
respuesta a este agonista son muy inferiores a los generados por la trombina, sin llegar nunca
a sobrepasar el triple de los niveles basales (Graf.18). El mecanismo de produccién de Ptd-
OH activado por el A23187 s{
es dependiente del caicio
extracelular, disminuyendo
drésticamente su formacién en
ausencia de este cation
(Graf.18).

Goaf . 18. EFECTO DEIL IONOFORO A23187
SOBRE LA PORMACION DE ACIDO
FOSFATIDICO ((Las estimulaciones fueron
realizadas con iondforo A23187 104M en
ausencia & en presencia de calcio 1mM. Media
48D de 5 experimentos)
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4.2.2. Plagquetas TS
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Los niveles de Ptd-OH TIEMPO (min)
formados en respuesta al
A23187 en plaquetas
permeabilizadas con saponina (15ug/2 x 10 plaquetas), son muy superiores a los inducidos
por este agonista en plaquetas intactas.Las plaquetas permeabilizadas estimuladas por A23187
(10uM) en presencia de calcio 0.1 uM, producen niveles de Ptd-OH casi 4 veces superiores
a los generados por las plaquetas intactas, llegando incluso a superar a los valores maximos

de Ptd-OH formados durante la activacién por trombina (2U/ml) (Tabla 3).

0 P PR

TABLA.3. FORMACION DE Pwd-OH INDUCIDA POR TROMBINA O IONOFORO
A23187 EN PLAQUETAS INTACTAS Y PERMEABILIZADAS (Media+SD de 3

Experimentos)
PLT.INTACTAS PLT.PERMEABILIZADAS

BASAL 356158 dpms 761460 dpms
TROMBINA (2U/ml) 2.890+198 dpms  3.046+212 dpms
A23187 (10uM) 1.012+179 dpms  4.2684399 dpms
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4.3. Produccién de Pid-OH en plaquetas activadas por Fluoruro sédico (NaF)

El NaF (30 mM) también induce la sintesis de Ptd-OH en plaquetas, llegando a
producirse niveles de Ptd-OH mds de tres veces superiores a los basales al cabo de 2 min de
la adicién de este agonista (Graf.19).

Graf 19 FORMACION DE ACIDG
FOSFATIDICO INDUCIDA POR DIVERSOS
AGONISTAS: TROMBINA (2U/ml),
IONOFORO A23187 (10gM), FLUORURO
SODICO G0mM) Y OLOACETILGLICEROL
(20pM). (T'odas las reacciones fueron realizadas
en presencia de calcio 1M y frenadas » los 2
min post-estimulacién. Media +SD de un
minimo de 3 experimentos. El 100% de
"""""""" formacidn de dcido fosfatidico corresponde al
O, comenido en plaguetas no-estimuladas)
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4.4. Produccién de Ptd-OH en plaquetas activadas por 1,2-Oloacetilglicerol (OAG)

La estimulacién de las plaquetas con QOAG (20uM) no induce incrementos
significativos de los niveles de Ptd-OH, manteniéndose aiin los valores basales 2 min despues
de la estimulacién (Graf.19).

4.5. Efecto de la Neomicina sobre la formacién de Ptd-OH inducida por distintos
agonistas

Con objeto de comprobar si el Ptd-OH formado en plaquetas caninas activadas deriva
(por accién de una DAG-quinasa) del 1,2-DAG  gencrado por la hideSlisis de
polifosfoinositidos, se realizaron una serie de experimentos en presencia de neomicina
(conocido inhibidor del ataque de los polifosfoinositidos por la fosfolipasa-C) para establecer
los posibles efectos de este antibidtico sobre la produccidn de Ptd-OH en respuesta a diversos
agonistas. Las preincubaciones con neomicina fueron siempre de 2 min.

4.5.1. Estimulacién con trombina
La adicién de neomicina (5 mM) al medio extracelular 2 min antes de 12 estimulacién,

produce una dristica inhibicién de la formacién de Ptd-OH en respuesta a la trombina
(2U/ml). La reduccién de los niveles de Ptd-OH ocasionada por la neomicina llega a ser del
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75% (Graf.20).

Gf20EFECTO DE LA
NEOMICINA SOBRE LA
FORMACION DE ACIDO
FOSFATIDICO INDUCIDA
POR DIVERSOS
AGONISTAS: TROMEINA
2U/ml), IONOPORO A23137
(10gM) Y FLUORURO
SODICO (H0mM) (Todas las
reacciones fueron frenadas a
los 2 min post-estimulacién y
realizadas en presencia de
calcio 1mM. Las
preincubacionesconneomicina
(5mM) fueron siempre de 2
min, Media +8D de un
minimo de 3 experimentos. El
100% de formacién de dcido
fosfatidico corresponde al
genefado en susencia  de
neomicina)

Ptd-0OH

1 BZ8 seomcma

% FORMACION

4.5.2. Estimulacién con iondforo A23187

La neomicina (5 mM) no afecta a la produccidn de Ptd-OH en plaquetas estimuladas
con A23187 (10uM), siendo los niveles de Ptd-OH prdcticamente idénticos a los formados
en ausencia del inhibidor (Graf.20).

4.5.3. Estimulacién con Fluoruro sédico (NaF)

La preincubacidn de las plaquetas con neomicina (SmM) potencia en aproximadamente
un 10% la produccién de Ptd-OH en respuesta al NaF (30 mM) (Graf.20).

4.6. Efecto de 1a Quinacrina sobre la produccién de Ptd-OH inducida por distintos
agonistas

Con el fin de esclarecer los efectos de la quinacrina sobre la activacién plaquetaria,
se determinaron los niveles de Ptd-OH generados en plaquetas preincubadas con quinacrina
durante 2 min y posteriormente estimuladas con diversos agonistas.

4.6.1. Estimulacién con trombina

La quinacrina (2 mM) induce una reduccién de casi un 50% en los niveles de Ptd-
OH producidos en respuesta a trombina (2U/ml) (Graf.21).

4.6.2. Esimulacién con ionéforo A23187

El tratamiento de las plaquetas con quinacrina (2mM) inhibe en un 40% la formacién
de Ptd-OH inducida por el iondforo A23187 (Graf.21).
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4.6.3. Estimulacién con Fluoruro sédico (NaF)

La quinacrina (2mM) también posee un efecto inhibitorio sobre la produccién de Ptd-
OH estimulada por el NaF (30mM), si bien en este caso la inhibicién es mds discreta
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(aproximadamente un 20%) que la
gjercida sobre el resto de los agonistas
empleados (Graf.21).

Graf 21 . HFECTO DE LA QUINACRINA SOERE LA
FORMACION DE ACIDO POSFATIDICO INDUCIDA
POR DIVERSOS AGONISTAS: TROMBINA (2U/mi),
IONOPORO A23187 (10pM) Y FLUORURO SODICO
(GOmM) (Todas las reacciones fucron realizadas en
presencia de calcio LM y frenadas a los 2 min post-
estimulecién. Las preincubaciones con quinacrina 2mM)
fueron siempre de 2 min. Media +£SD de 3
experimentos. El 100% de formacidn de dcido
fosfatidico corresponde al generado en ausencia de
quinacrina

5. FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA PLAQUETARIOS

Con el fin de determinar la posible participacién de los principales fosfol{pidos de
membrana en los fenémenos de activacién plaquetaria por actuar como fuente de segundos
mensajeros (1,2-DAG) u otros lipidos implicados en distintas rutas de activacién (4cido
araquidénico y/o Ptd-QH), se realizaron experimentos en plaquetas marcadas con distintos
isétopos para medir los cambios producidos en los fosfolipidos tras la estimulacién con

distintos agonistas,

5.1. Posfolipidos en plaquetas en reposo

La distribucién del marcaje (en dpms/4 x 10° plaquetas, media+SD de 3
experimentos) entre los principales fosfol{pidos en plaquetas no-estimuladas tras Ia incubacién
con “C-20:4 (0.5 uCi/4 x 10* plaquetas) y/o *H-Glicerol (3 uCi/4 x 10° plaquetas), es la
siguiente (Tabla 4; datos correspondientes a un experimento representativo.):

Marcaje PC PE
“C-20:4 108.377 53.701
(dpms) + 2.400 + 765
% del total 58.7+1.3 29404
H-Glicerol 66.978 37.064
(dpms) + 1.215 + 789
% del total 5841 3240.7

RESULTADOS

PS Pl PA
8.447 13.372 356
+ 475 + 1.112 + 58

4.6+0.25  7.240.6 0.240.1

3.736 7.066 298
+ 172 + 879 + 14

3.240.2 6.1¢0.8 0.240.1
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5.2. Fosfolipidos en plaquetas estimuladas

Para estudiar el metabolismo de los principales fosfol ipidos de membrana durante la
activacién plaquetaria, se lievaron a cabo una serie de experimentos en plaquetas marcadas
con *H-Glicero! y *H- 6 “C-4cido araquidénico, compardndose los descensos/aumentos de
marcaje experimentados por los fosfol {pidos en respuesta a diversos agonistas,

5.2.1. Plaquetas estimuladas por trombina
a) Marcaje en “C- 6 H-20:4

La activacién con trombina ocasiona una disminucién del marcaje en Fosfatidilinositol
(PI) y Fosfatidilcolina (PC), sin modificarse prdcticamente el correspondiente a
Fosfatidilserina (PS) y Fosfatidiletanolamina (PE) (Graf.22 y Tabla.5).

El fosfolipido que experimenta la mayor pérdida de 20:4 tras la estimulacién con
trombina, es el PI, el cual
manifiesta uyna reduccién
significativa del contenido de
20:4 a los 15-30sg post-
estimulacién, llegando a
disminuir el marcaje hasta un
22% al cabo de 2 min.
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Graf. 22 MOVILIZACION DE 20:4 A PARTIR
DE LOS PRINCIPALES FOSPOLIFIDOS DE
MEMBRANA EN PLAQUETAS
ESTIMULADAS POR TROMBINA (2U/mi)
(Todas las reacciones se realizaron ¢n presencia
de calcio 1mM. Media 43D de 3 experimentos,
El 100% de contenido en 20:4 corresponde al
existente en plaquetas no-estimuladas)
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También se observa una
reduccién  considerable  del
marcaje en PC (hasta un 7%), si bien ésta se produce mds tard {amente que la experimentada
por el PI, ya que no empieza a ser evidente hasta transcurrido 1 min post-estimulacidn.

Por el contrario, €l contenido de 20:4 en PS y PE permanece précticamente inalterado
tras la activacién de las plaquetas con trombina.

b) Marcaje en *H-Glicerol
El marcaje en *H-glicerol de los principales fosfolipidos de membrana (PC, PS y PE)
no manifiesta modificacién alguna tras la activacién de las plaquetas con trombina (2U/ml),

mientras que el correspondiente al PtdIns desciende considerablemente al cabo de 15-30sg de
la adicién del agonista (Graf.23 y Tabla.5).

RESULTADOS 86



"] Gmf23.EFECTO DELA TROMEINA SOBRE
EL CONTENIDO EN 3H-GLICEROL DELOS
FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA
PLAQUETARIOS (Todas las estimulaciones s¢
realizaron con 2U/ml de trombina en presencia
de calcio ImM, Media £ 5D de 3 experimentos.
El 100% de coninido en >H-glicerol
corresponde al existente en plaquetas no-
estimuladas)
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5.2.2. Plaquetas estimulodas por ionéforo A23187
a) Marcaje en “C- 6 *H-20:4

La reduccién del contenido de 20:4 inducida por el A23187 en los fosfol ipidos
plaquetarios es cuantitativamente més significativa que la originada por la trombina.

Al cabo de 2 min de la estimulacién con A23187, se produce una disminucién del
23% del marcaje en PI, del 10% en PC, y del 8% en PE, manteniendose el marcaje en PS
préicticamente idéntico al correspondiente a plaquetas en reposo (Tabla 5).

b) Marcaje en *H-Glicerol

El vnico fosfolipido que no experimenta una reduccidn significativa del marcaje en
*H-Glicerol tras la estimulacién con ionéforo A23187 (10uM), es la PS.

El resto de los fosfolipidos estudiados presentan pérdidas de marcaje considerables
al cabo de 2 min tras la adicién del A23187: PC pierde aproximadamente un 6% de las dpms
que contenia antes de la estimulacién, PE un 10%, y PI llega a perder hasta un 22% del
marcaje inicial (Tabla 5).

5.2.3. Plaquetas estimuladas con NaF
a) Marcaje en “C- 6 *"H-20:4

La activacién de {as plaquetas con NaF (30 mM) solamente produce una disminucién
del marcaje en PI, que llega a perder hasta un 24% de las dpms que presenta en células en
TepOso.

Sin embargo, los otros fosfolipidos (PC, PE, y PS) no sufren cambios importantes,
aunque cabe destacar un muy ligero aumento del marcaje en PS a los 2 min post-estimulacién
(Tabla 5).
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b) Marcaje en *H-Glicerol

Los resultados con plaquetas marcadas con *H-Glicerol son perfectamente equivalentes
a los obtenidos con "“C- y/o *H-20:4. El NaF (30 mM) ocasiona un marcado descenso del
marcaje en PI (hasta un 22%), permaneciendo el resto de los fosfolipidos en niveles
précticamente idénticos a los valores basales, observdndose si acaso un discreto incremento
del marcaje en PS (Tabla 5).

5.3. Efecto de la quinacrina sobre el metabolismo de los fosfolipidos en plaquetas
activadas por distintos agonistas

Con objeto de determinar la posible existencia de una actividad tipo fosfolipasa-A, en
plaquetas caninas, se llevaron a cabo experimentos con plaguetas marcadas con “C-20:4 y
preincubadas durante 2 min con quinacrina (inhibidor de dicha actividad enzimdtica) antes de
su estimulacién por diversos agonistas.

5.3.1. Plaquetas estimuladas con trombina

La quinacrina (2 mM) inhibe 1a pérdida de marcaje en “C-20:4 experimentada por los
principales fosfolipidos de membrana tras la activacién con trombina (2U/mi).

En plaquetas tratadas con quinacrina y posteriormente estimuladas con trombina, el
marcaje en PC al cabo de 2 min post-estimulacién es practicamente idéntico al que presentan
las plaquetas en reposo (mientras que en ausencia de quinacrina dicho marcaje experimentaba
un descenso del 6%).

La quinacrina también inhibe la pérdida de “C-20:4 a partir de PI: en ausencia de
quinacrina, la trombina induce una disminucién de un 22% del contenido en 20:4 de este
fosfolipido, pero en presencia de quinacrina (2 mM) los niveles de 20:4 existentes en PI son
casi equivalentes a los medidos en plaquetas no-estimuladas (Tabla 5).

5.3.2. Plaquetas estimuladas con ionéforo A23187

La quinacrina (2mM) induce aumentos del marcaje en PC, PE y PI tras la estimulacién
con A23187 (10uM): en ausencia de quinacrina, el A23187 ocasiona pérdidas del 22% del
marcaje en 20:4 contenido en PI, mientras que en presencia de quinacrina dicho marcaje sélo
disminuye en un 10%. El marcaje en PC y PE en plaquetas tratadas con quinacrina es
superior en un 2% y en un 4% respectivamente al medido en ausencia de quinacrina tras la
estimulacién con A23187 (Tabla 5).

5.3.3. Plaquetas estimuladas con Fluoryro sédico (NaF)

La quinacrina ejerce efectos contrapuestos sobre los fosfolipidos en plaquetas
activadas por NaF (30 mM).

La preincubacién con quinacrina (2 mM) reduce considerablemente la pérdida de
marcaje en 20:4 a partir de PI: en ausencia de quinacrina el marcaje en PI al cabo de 2 min
tras la estimulacién con NaF es un 24% mds bajo que el contenido en plaquetas en reposo,
mientras que en presencia de quinacrina dicho marcaje es précticamente idéntico al valor
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basal (Tabla 5).

Por el contrario, la quinacrina posee un efecto totalmente opuesto sobre el 20:4
contenido en PC y PE, ya que sorprendeniemente, el marcaje presente en estos dos
fosfolipidos tras la activacién con NaF, es inferior en presencia de quinacrina que en su
ausencia (en ausencia de quinacrina el NaF pricticamente no induce modificaciones en PC
ni en PE, mientras que en plaquetas tratadas con este inhibidor se producen reducciones en
el marcaje del 11% y del 8% respectivamente) (Tabla 5).

TABLA.5. MARCAJE EN FOSFOLIPIDOS EN PLAQUETAS ESTIMULADAS POR
DIVERSOS AGONISTAS Y EFECTO DE LA QUINACRINA SOBRE LA
MOVILIZACION DE 20:4 (Todas las reacciones frenadas a los 2 min post-estimulacién,
Media+SD de 5 Experimentos)

PC PE PS PI
TROMBINA
“C-20:4 93% + 2 9% 1+ 3 100% +3 78% + 2
(-Quinacrina)
“C-20:4 9% + 0.5 97% 4+ 2 103% +4 94% + 5
(+Quinacrina 2mM)
*H-Glicerol 9% + 3 Y% + 4 101% +3 84% + 4
A23187
4C-20:4 0% + 1 N% + 2 98% + 3 77% + 3
(-Quinacrina)
“C-20:4 93% + 2 96% + 3 101% +3 9% + 4
(+Quinacrina 2mM)
*H-Glicerol 94% + 2 9% + 2 9% + 3 8% + 2
NaF
“C-20:4 9% + 2 103% + 2 105% +3 76% + 2
(-Quinacrina)
“C-20:4 89% + 1 92% + 2 12% +3 102% + 5
(+Quinacrina 2mM)
*H-Glicerol 99% + 5 101% + 2 106% +5 78% +2

(E1 100% de marcaje corresponde al valor basal)
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5.4. Efecto de la Neomicina sobre el metabolismo de los fosfol {pidos en plaquetas
activadas por NaF

La presencia de neomicina (5 mM) en el medio de incubacidén, induce reducciones
significativas del marcaje en “C-20:4 y *H-Glicerol contenido en PC tras la estimulacién de
las plaquetas con NaF (30 mM) (Media +SD de 2 Experimentos; el 100% de marcaje
corresponde al valor basal):

NaF NaF + Neomicina
“C-20:4 99% + 2 91% + 3
*H-Glicerol 9% + 5 93% + 2

6. MOVILIZACION Y METABOLISMO DE ACIDO ARAQUIDONICO

Con el fin de estudiar las vias de liberacién de 20:4 y la participacién de sus
principales metabolitos oxigenados activos en Ia secrecion plaquetaria, se efectuaron distintos
experimentos para establecer el grado de movilizacién y posterior metabolismo de 20:4 en
plaquetas activadas por diversos agonistas.

6.1. Movilizacién de 4dcido araquidénico (20:4) en plaquetas activadas

Las plaquetas aisladas y marcadas con *H- 6 “C-20:4 fueron estimuladas con distintos
agonistas durante distintos periodos de tiempo, determindndose finalmente los niveles de 20:4
liberados en respuesta a la activacion,

é.1.1. Estimulacién con trombina

A los 15 sg tras Ia adicién de la trombina (2U/ml), se observa un ligero incremento
de los niveles plaquetarios de 20:4 libre, que sigue aumentando hasta alcanzar los valores
maximos (3 veces superiores a los basales) a los 2 min, descendiendo posteriormente para
retornar a los niveles basales al cabo de 10 min de la estimulacién (Graf.24).

6.1.2. Estimulacién con iondforo célcico A23187

La liberacién de 20:4 inducida por el A23187 es mis rapida y marcada que la
producida en respuesta a la trombina; al cabo de 15 sg de 1a estimulacidn, los niveles de 20:4

libre llegan ya a duplicar a los basales, superando en mds de un 30% a los generados por la
trombina a ese mismo tiempo.

Los valores mdximos de 20:4 liberados por ¢l iondforo a los 2 min (casi 5 veces
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superiores a los
basales), llegan a
duplicar los
correspondientes 2
la trombina,
permaneciendo
elevados por encima
de los niveles
basales incluso al
cabo de 10 min tras
la adicién del
est{mulo (Graf.24).

Graf 24 LIBERACION DE
20:4 EN PLAQUETAS
ESTIMULADAS POR
TROMEINA © IONOFORO
A23187 (Todas las reacciones

s¢ realizaron en presencia de
calcio tmM. Media 5D de 5
experimentos)

6.1.3. Estimulacién con Fluoruro sédico {NaF)

La activacién de las plaquetas con NaF (30mM) induce un aumento de los niveles
intracelulares de 20:4 libre, que al cabo de 2 min tras la adicién de] agonista llegan a superar
en un 66% a los valores basales (Tabla 6).

TABLA.6. MOVILIZACION DE 20:4 INDUCIDA POR NaF
(Todas las reacciones frenadas a los 2 min post-estimulacién; Media 1SD de 3 Experimentos)

20:4 libre (dpms)
BASAL 3.246 + 269 (100% + 8)
NaF (30mM) 5.388 + 551 (166% + 17)

6.1.4. Estimulacién con Oloacetilglicerol (OAG)

La adicion de OAG (20uM) al medio de incubacién también produce una discreta
movilizacién del 20:4 plaquetario, elevdndose los niveles de 20:4 libre un 10% por encima
de los valores basales a los 2 min post-estimulacién.

6.2. Mectabolismo de 20:4 en plaquetas activadas

Para estudiar la participacion de los metabolitos oxigenados del 20:4 en los procesos
secretores, se procedié a la determinacién de su formacion en plaquetas activadas por
distintos agonistas.
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Para ello, las plaquetas marcadas con “C-20:4 eran estimuladas durante distintos
periodos de tiempo, determindndose los niveles de 12-HETE, HHT y TxA, generados en

respuesta a trombina y ionéforo A23187,

6.2.1. Estimulacién con trombina

Las plaquetas caninas responden a la estimulacién por trombina (2U/ml) con la
formacién de cantidades significativas de 12-HETE, HHT y TxA,.

La sintesis de estos
compuestos se produce de forma
paralela a la liberacién de 20:4,
siendo el TxA, el primer
metabolito en alcanzar los
valores mdximos ( a los 30 sg
post-estimulacién, mientras que
el 12-HETE y el HHT lo hacen
a partir de los 2 min) (Graf.25).

Graf.25 . FORMACION DE METABOLITOS
DE 20:4 EN PLAQUETAS ESTIMULADAS
POR TROMBINA (Todas lae cstimmiaciones se
realizaron con 2U/ml de trombina ¢n presencia
de calcio 1mM. Media 5D de 3 experimentos)
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6.2.2. Estimulacién con A23187

La formacién de 12-HETE, HHT y TxA, en respuesta al ionéforo A23187, tiene lugar
de forma ligeramente mds lenta que la inducida por la trombina, pero los niveles maximos

producidos son muy superiores

DPMs

TIEMPO

{min)

—-—— HHMT

o= 12-HE TE
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(mds del triple) a los generados
por este iltimo agonista, y se
mantienen eievados durante més
tiempo (Graf.26).

Graf.26. FORMACION DE METABOLITOS
DE 20:4 EN PLAQUETAS ESTIMULADAS
POR  IONOFORO A23I87 (Todas las
estimulaciones se realizaron con iondforo
A23187 10uM en presencia de calcio 1mM.
Media +8D de 3 experimentos)
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6.3. Efecto de 1a neomicina sobre 1a liberacién de 20:4 inducida por distintos agonistas

Para establecer posibles relaciones entre las vias de liberacién de 20:4 activadas por
los distintos estimulantes plaguetarios y la hidrélisis de polifosfoinos{tidos inducida por estos
mismos agonistas, se realizaron determinaciones de 20:4 en plaquetas tratadas durante 2 min

con neomicina.

6.3.1. Plaquetas estimuladas con frombina

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la neomicina (SmM) no afecta de manera
significativa a la liberacién de 20:4 en plaquetas activadas por trombina (2U/ml),
registréndose disminuciones de como miximo un 10% en los niveles de 20:4 libre (Graf.27).

6.3.2, Plaquetas estimuladas con ionéforo A23187

Los niveles de 20:4 movilizados por el A23187 (104M) no se ven afectados por la

presencia de neomicina (SmM) en el medio de incubacién (Graf.27).
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6.3.3. Plaquetas estimuladas con Fluoruro sédico (NaF)

Graf 27.EFECTO DE LA
NECMICINA SOEKRE LA
MOVILIZACION DE 20:4
INDUCIDA POR DIVERSOS
AGONISTAS: TROMBINA
(U/ml), IONOFORO A23187
(0uMy Y FLUORURO
SODICO (30mM) (Todas las
reacciones fueron frenadas a
los 2 min post-estimulacidn y
realizadas en presencia de
calcio 1mM. Las
preincubacionesconneomicina
(SmM) fueron siempre de 2
min. Media +SD de 3
experimentos. El 100% de
liberacién de 20:4 corresponde
al movilizedo en ausencia de
neomicina)

La neomicina (SmM) potencia la liberacién de 20:4 inducida por e! NaF (30mM),
incrementando en casi un 50% los niveles plaquetarios de 20:4 libre tras la estimulacién con

este agonista (Graf.27).
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6.4. Efecto de la Quinacrina sobre 12 liberacién de 20:4 inducida por distintos
agonistas

Con objeto de evidenciar la existencia de una posible actividad fosfolipasa-A,
responsable de la liberacién de 20:4 a partir de los fosfolipidos de membrana en plaquetas
caninas, se llevaron a cabo experimentos para determinar el grado de movilizacién de 20:4
en presencia de quinacrina (inhibidor de dcha actividad enzimdtica).

Las preincubaciones con quinacrina fueron siempre de 2 min, frendndose todas las
reacciones al cabo de 2 min tras la adicién del estimulo.

6.4.1. Estimulacién con frombina
La presencia de quinacrina (2 mM) en el medio extracelular, reduce en mds de un

40% los niveles de 20:4 liberados en respuesta a la activacién por trombina (2U/ml)
(Graf.28).

Graf. 28 EFECTO DE LA
QUINACRINA SOBRE LA
MOVILIZACION DE 20:4
INDUCIDA POR DIVERSOS
AGONISTAS: TROMBINA
(2U/mi), ONOPORO A231E7
(10uM) Y FLUORURO
SODICO (30mM) (Todas las
reacciones fueron frenadas a
. los 2 min post-estimulacién y
R I 7] —CILACRINA realizadss en presencia de
- calcio ImM. Las
[ +oumacrmna preincubacionescongquinacrina

5w (2mM) fueron siempre de 2
min. Media 18D de 3
experimentos. El 100% de
liberacién de 20:4 corresponde
al movilizado en ausencia de
quinacrina)

20:4

...........

\J

=

%YWLIBERAC!ION

6.4.2. Estimulacién con ionéforo A23187

La quinacrina (2 mM) inhibe en aproximadamente un 30% la liberacién de 20:4
inducida por el iondforo cdlcico A23187 (10uM) (Graf.28).

6.4.3. Estimulacién con Fluoruro sédico (NaF)
La adicién de quinacrina (2mM) al medio de incubacidén, induce sorprendentemente

un marcado incremento de los niveles de 20:4 liberados en respuesta a la estimulacién con
NaF (30 mM), llegando casi a duplicarlos (Graf.28).
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7. EFECTO DE LA ALBUMINA DE SUERQO BOVINO (BSA) SOBRE LA
ACTIVACION PLAQUETARIA

Las dificultades que surgieron durante el proceso de aislamiento y lavado de las
plaquetas caninas por su marcada tendencia a la agregacién espontdnea incluso en presencia
de potentes agentes antiagregantes como la PGI, (450 ng/ml de medio), nos llevaron a la
bisqueda de métodos alternativos que evitaran la activacién plaquetaria durante estas fases
de los ensayos. Con este fin, procedimos al estudio de los efectos de la adicién de BSA a los
tampones de lavado ¢ incubacién, obteniendo los resultados que se detallan a continuacién,

7.1. Efecto de 1a BSA sobre la secrecion plaquetaria
7.1.1. Secrecién plaquetaria basal

La presencia de concentraciones de BSA superiores al 0.1% en el medio de incubacién
reduce significativamente 1a secrecién basal plaquetaria (Tabla 7).

TABLA 7. EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE BSA SOBRE LA
SECRECION BASAL DE SEROTONINA (El 100% de secrecién corresponde a la secrecion
inducida por trombina a los 2 min post-estimulacion en presencia de BSA al 0.1% ; Media
+SD de 3 Experimentos)

BSA-0% BSA-0.1% BSA-1% BSA-3% BSAS%

% SECRECION 11% + 2 10% + 2 8% + 3 7% + 1 2% + 1

7.1.2, Secrecién plaquetaria inducida por frombina

La adicién de BSA al medio de incubacién produce una marcada inhibicién de la
secrecion de serotonina en respuesta a la estimulacién por trombina (2U/ml); el efecto
inhibitorio de 1a BSA es dosis-dependiente, apareciendo a concentraciones de BSA superiores
al 0.1% (Graf.29). La presencia en el medio de BSA en una proporcién del 3% inhibe la
secrecién en mds de un 25%, llegando a ocasionar una inhibicién de casi el 100% a
concentraciones del 5% (Graf.29).

7.1.3. Secrecién plaquetaria inducida por ionéforo A23187

7.1.3.1. Secrecién en presencia de Calcio (1mM)

La accién inhibitoria de la BSA sobre la secrecién inducida por A23187 es mds
marcada que la ejercida sobre la secrecién estimulada por trombina.

Al igual que en el caso de la trombina, no se observa inhibiciéon con las
concentraciones de BSA iguales o inferiores al 0.1%, pero las concentraciones del 1%, que
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inhibfan en un 25% la secrecién en respuesta a la trombina (2U/ml), bloquean casi en un
100% la inducida por el A23187 (10uM). El efecto inhibitorio seguir4 siendo del 100% con
las concentraciones
superiores de BSA
(Graf.29 y Tabla 8).
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Graf.29. EFECTQ DE LA BSA SORRE
LASECRECION PLAQUETARIA DE
SEROTONINA INDUCIDA POR
TROMEINA (2U/ml) O IONOFORO
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fueron frenadas & los 2 min post-
estimulacién y realizadas en presencia
de calcio lmM. Media +SD de 3
experimentos. El 100% de secrecién
corresponde 8 la inducida por cada
agonista a los 2 min post-estimulacién
en ausencia de BSA)
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7.1.3.2. Secrecién en ausencia de Calcio

El grado de inhibicién ejercido por la BSA sobre la secrecién inducida por A23187
(10 M), es practicamente idéntico en ausencia que en presencia de calcio (ImM).

En ausencia de calcio, las concentraciones de BSA iguales o superiores al 1% inhiben
en aproximadamente un 100% la secrecion de 5-HT en respuesta al ionéforo (Tabla 8).

TABLA 8.EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE BSA SOBRE LA
SECRECION DE 5-HT INDUCIDA POR IONOFQORO A23187 EN AUSENCIA Y EN
PRESENCIA DE CALCIO (ImM). (El 100% de secrecion corresponde a la secrecién
inducida por A23187 (10uM) a los 2 min post-estimulacién en ausencia de BSA; Media +SD
de 3 Experimentos)

BSA-0% BSA-0.1% BSA-1% BSA-3% BSA5%

% SECRECION 100 + 1 99 + 3 12+4 8+2 7T+2
(- Ca™)
% SECRECION 100 + 3 100 + 1 13+2 6+2 6+3

(+ Ca** 1mM)
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7.2. Efecto de 1a BSA sobre 1a formacién de Ptd-OH
7.2.1. Plaquetas estimuladas por trombina

Nuestros resultados demuestran que la presencia de concentraciones de BSA superiores
al 1% en el medio extracelular, induce una dréstica inhibicién de la formacién de Ptd-OH
en plaguetas caninas estimujadas con trombina (2U/ml). Esta inhibicién se produce de manera
dependiente de la dosis, llegando las concentraciones del 5% a reducir los niveles de Ptd-
OH incluso por debajo de los contenidos en plaquetas no-estimuladas (Graf.30).

Graf30.EFECTO DE LA
BSA SOBRE LA
PORMACION DE ACIDO
FOSFATIDICO Y
LIBERACION DE 20:4 EN
PLAQUETAS
ESTIMULADAS FPOR
TROMBINA (QU/ml) (Todas
las reacciones fueron frenadas
~—— Pid=--O a lok 2 min post-estimulacién
y realizadas en presencia de
i 204 ore calcio ImM. Media +8D de 3
experimentos)
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7.2.2. Plaquetas estimuladas por ionéforo A23187

La BSA también inhibe drasticamente la formacidn de Ptd-OH en respuesta a la
estimulacién por A23187 (10uM); 1a adicidn de BSA al 3% al medio de incubacién, reduce
en casi un 75% la produccién de Ptd-OH en plaquetas activadas por este agonista (Tabla 10).

7.3. Efecto de 1a BSA sobre la liberacion de 20:4
7.3.1. Plaquetas estimuladas por trombina

La BSA inhibe la liberacién de 20:4 en respuesta a la trombina (2U/ml) en un grado
similar al descrito para la formacién de Ptd-OH. Dicha inhibicién comienza a ser manifiesta
a partir de concentraciones de BSA del 1%, alcanzdndose los niveles mdximos a dosis del
5% (Graf.30).
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7.3.2. Plaquetas estimuladas por ionéforo A23187

La presencia de concentraciones de BSA del 3% en el medio extracelular, induce una
reduccién de mds del 60% en los niveles de 20:4 liberados en plaquetas estimuladas por
iondforo A23187 (10uM) (Tabla 10).

7.4. Efecto de la BSA sobre ¢l metabolismo de 20:4

7.4.1. Plaquetas estimuladas por trombina

La BSA inhibe de forma dependiente de la dosis la formacién de 12-HETE en
plaquetas estimuladas por trombina (2U/ml); el efecto inhibitorio de la BSA empieza a ser

evidente con las concentraciones superiores al 1%, llegando a disminuir la produccién de
12-HETE en mds de un 70% en presencia de BSA al 5% (Tabla 9).

TABLA.9 EFECTO DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE BSA SOBRE LA
FORMACION DE 12-HETE INDUCIDA POR TROMBINA
(Todas las reacciones frenadas a los 2 min post-estimulacién; Media +SD de 3 Experimentos)

BSA0%  BSA0.1% BSA-1%  BSA-3% = BSA-5%

DPMs 12-HETE 390445 415438 362+29 163+31 102+12
% Formacién 100%+11 106%+10 93%+7 42% 18 26%+3

7.4.2. Plaquetas estimuladas por ionéforo A23187

La sintesis de 12-HETE en plaquetas activadas con iondforo A23187 es inhibida en
casi un 80% por la presencia de BSA al 3% en el medio de incubacién (Tabla 10).

TABLA.10. EFECTO DE LA BSA SOBRE LA FORMACION DE Ptd-OH Y LIBERACION
Y METABOLISMO DE 20:4 INDUCIDAS POR IONOFORO A23187 (Todas las reacciones
frenadas a los 2 min post-estimulacién; Media +SD de 3 Experimentos)

+BSA 0.1% +BSA 3%
DPM:s 20:4 12.826+766 4.6454326
(% Liberaci6n) (100% +6) (36% +2)
DPMs 12-HETE 1.008+72 244493
(% Formaci6n) (100% +7) (4% +9)
DPMs Ptd-OH 1.0124179 279465
(% Formacién) (100+17) (27+6)
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8. ULTRAESTRUCTURA DE LAS PLAQUETAS CANINAS

Las plaquetas fueron aisladas y procesadas para su observacién bajo microscopia
electrénica de transmisién como se describe en el capitulo de Materiales y Métodos.

Todas las estimulaciones se llevaron a cabo con trombina (2U/ml), frendndose las
reacciones a distintos tiempos con objeto de estudiar los cambios morfolégicos progresivos
que experimentan las plaquetas durante su activacién.

8.1. Plaquetas en reposo

Las fotos 1 y 2 corresponden a suspensiones de plaquetas caninas en reposo, que
también aparecen fotografiadas a mayores aumentos en las fotos 3 (corte transversal) y 4
(corte longitudinal).

En ellas se puede apreciar la caracteristica forma discoide que presentan las plaquetas
no-estimuladas, mantenida fundamentalmente por una red circunferencial de microtibulos
(MT) existentes inmediatamente por debajo de la membrana plasmdtica (MP). Esta dltima
presenta una superficie mds o menos regular y homogénea en las células en reposo.

Algunos elementos del Sistema Tubular Denso (DTS) con su contorno tubular tipico,
aparecen dispuestos en la periferia de la célula, frecuentemente asociados a la banda
circunferencial de microtibulos.

En las plaquetas en reposo, las multiples organelas intracelulares se encuentran
distribuidas de forma heterogénea por todo el citoplasma; en las fotograffas se pueden
apreciar los abundantes y relativamente voluminosos (300-500 nm de didmetro) grdnulos-a
(a@G) asi como los pequefios (200-250 nm) y escasos grdnulos densos (DG) dispersos por la
matriz citosélica.

Los canales del Sistema Canalicular Abierto (OCS) se difunden por todo el citoplasma,
pudiéndose observar en algunos puntos sus aberturas en la membrana plasmadtica (*), a través
de las cuales serd evacuado el material granular durante la reaccidn de secrecidn.

8.2. Plaquetas activadas

La morfologia plaquetaria tras la activacién difiere en gran medida de la que
presentan las células en reposo.

* En las primeras fases de la activacién (2-3 sg tras la adicién de la trombina, foto
5), la membrana plasmdtica se torna irregular, emitiendo una serie de protusiones que
posteriormente darén lugar a la formacion de pseudépodos.

Al mismo tiempo, se observa un claro desplazamiento de las organelas citoplasmdticas
hacia el centro de la célula.
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* Al cabo de 5-7 sg tras la estimulacién con trombina, todas las organelas a excepcién
de las mitocondrias se han situado ya definitivamente en el centro celular como consecuencia
de ia contraccidn de los microtibulos periféricos, formando una gran masa electrodensa en
el centro de la plaqueta (Fotos 6 y 7).

Por otra parte, la membrana plasmdtica emite largos pseudépodos que facilitardn la
posterior agregacién celular (Foto 8).

* A los 10-15 sg post-estimulacién, se aprecia ya un grado importante de agregacion
plaquetaria, aunque probablemente todav{a serd reversible ya que las mayor{a de las células
atn no han secretado el contenido de sus grdnulos. Sin embargo, algunas de eilas s{ han
liberado ya el material granular al medio extracelular, apareciendo los gradnulos vacios como
grandes vacuolas electrolicidas (Foto 9).

* Transcurridos 2 min tras la adicién de la trombina, la agregacién es ya completa e

irreversible, observandose abundantes vacuolas en el citoplasma plaquetario que corresponden
a los grdnulos cuyo contenido ha sido evacuado durante la reaccién de secrecién (Foto 10).
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FOTO 2. SUSPENSION DE PLAQUETAS EN REPOSO
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FOTO 4. PLAQUETA EN REPOSO (Corte longitudinal)
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FOTO 5. PLAQUETAS ACTIVADAS POR TROMBINA (2-5 sg post-estimulacién)
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FOTO 6. PLAQUETAS ACTIVADAS POR TROMBINA (5-7 sg post-estimulacién)
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FOTO 8. PLAQUETAS ACTIVADAS POR TROMBINA (7 sg post-estimulaci6n)
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FOTO 10. PLAQUETAS ACTIVADAS POR TROMBINA (2 min post-estimulacién)
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1.- EFECTO DE LA ALBUMINA DE SUERO BOVINO SOBRE LA
ACTIVACION PLAQUETARIA INDUCIDA POR TROMBINA Y
IONOFORO CALCICO A23187

Las plaquetas procedentes de perros sanos fueron aisladas por centrifugacion
diferencial como se describe en el apartado de materiales y métodos, siguiendo un
procedimiento utilizado muy frecuentemente para el aislamiento de plaquetas en otras especies
(209). Sin embargo, es interesante mencionar la gran dificultad que este método plantea en
la especie canina por la marcada tendencia a la agregacion espontdnea que presentan estas
plaquetas. Con el fin de prevenir la formacién de agregados durante las fases de aislamiento
y lavado en nuestro estudio, recurrimos a la adicién de un conocido y potente agente
antiagregante como es la prostaciclina (PGL) (211,401,402) al PRP y al tampén de trabajo,
a pesar de lo cual segufia presentdndose un elevado indice de agregacién espontinea.

Trabajos sobre liberacién de plaquetas por megacariocitos en perros (444) han
demostrado que 1a utilizacién de albimina de suero bovino (BSA) a concentraciones del 2-
3.5% resulta eficaz para la prevencidn de la agregacion espontdnea de las plaquetas caninas;
basdndonos en los resultados de estos autores, decidimos aiiadir BSA a los medios de
aislamiento para evitar la activacién plaquetaria durante estas fases del estudio.

Como se puede apreciar en la Graf.29 del capitulo de resultados, la adicién de una
concentracién de BSA del 0.1% no afecta a la secrecién plaquetaria inducida por trombina
¢ A23187, y sin embargo previene en gran medida los fendmenos de agregacion espontanea.
No obstante, la presencia de concentraciones superiores de BSA en el medio de incubacién,
inhibe significativamente la secreci6n en respuesta a trombina y A23187, afectando en mayor
grado a la secrecién estimulada por este iiltimo. Una posible explicacién para esta inhibicién
de la secrecién plaquetaria observada en presencia de BSA, podria radicar en la capacidad
que posee la BSA para ligarse a numerosos compuestos, de tal forma que podria actuar de
quelante de la trombina y/o A23187 reduciendo as{ los niveles libres de estos agonistas en
el medio extracelular. Sin embargo, esta hipdtesis queda descartada por el hecho de que Ia
BSA también inhibe la secrecién basal de las plaquetas, lo cual indica que la BSA ejerce el
efecto inhibitorio por s{ misma.

Coincidiendo con los resultados de otros autores en otras especies animales (211,389),
hemos podido comprobar que en las plaquetas caninas la secrecién de 5-HT inducida por
trombina no es un fenémeno dependiente del calcio extracelular , pero s{ lo es la inducida
por el ionéforo A23187 (211,351). La albimina a una concentracién del 1%, inhibe
totalmente la secrecién inducida por A23187 y sdlo en un 25% la inducida por trombina
(Graf.29). Esto podria llevar a pensar que la albiimina estd secuestrando el calcio
extracelular, inhibiendo de esta forma la accién del ionéforo A23187; sin embargo, como
se puede apreciar en la Tabla 8, 1a albiimina también inhibié totalmente la secrecién inducida
por el ionéforo A23187 cuando las incubaciones se realizaron en ausencia de calcio
extracelular, lo cual excluye esta posibilidad.
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Nuestros resultados demuestran que la BSA ejerce su efecto inhibitorio sobre la
activacién plaquetaria a través de un mecanismo dependiente de la hidrélisis de
polifosfoinos{tidos, como evidencia la dréstica reduccién de los niveles de Ptd-OH generados
por las plaquetas estimuladas en presencia de BSA.

Por otra parte, las concentraciones de BSA superiores al 1% inhiben de forma marcada
la liberacién y el metabolismo de 20:4 en las plaquetas activadas por trombina y
especialmente en las estimuladas por A23187. Estos datos explican porqué la BSA inhibe en
mayor grado la secrecidn inducida por A23187, ya que este agonista parece estimular la
secrecion plaquetaria por un mecanismo dependiente de la movilizacién y metabolismo de
20:4 (356) mientras que para la trombina existen probablemente v{as alternativas no-
dependientes del metabolismo de este dcido graso (407).

Algunos autores sostienen que la BSA posee efectos inhibitorios sobre la activacién
plaquetaria por actuar como isomerasa potenciando la transformacién de los endoperéxidos
ciclicos derivados del 20:4 en prostaglandina-D, (inhibidor plaquetario), y reduciendo as{
la cantidad de TxA, (estimulante plaquetario) formado a partir de estos endoperéxidos
(445,446). Nuestros resultados no excluyen esta posibilidad, pero demuestran que la BSA
ejerce ademds otras acciones inhibitorias sobre fases m4ds tempranas de la activacién
plaquetaria, como son la hidrélisis de polifosfoinositidos y la liberacién de 20:4. Si bien
todavia no hemos podido esclarecer los mecanismos por los cuales 1a BSA bloquea estas rutas
metabdlicas, nos inclinamos a pensar que podrian estar mediados por la inhibicién de ciertas
actividades enzimdticas tipo fosfolipasa (fosfolipasa-C y fosfolipasa-A,), posiblemente por
ocastonar alteraciones en la fluidez de la membrana celular que dificultar{an la accesibilidad
del sustrato.

El hecho de que 1a presencia de BSA al 3% en el medio de incubaci6én (concentraci6n
equivalente a la fisiolégica de albimina sérica en la especie canina) inhiba de forma
significativa la activacién plaquetaria a varios niveles, hace pensar en un posible papel de Ia
albimina plasmdtica como modulador de la funcionalidad plaquetaria en condiciones
fisioldgicas. Se ha descrito repetidamente la marcada tendencia a la trombosis que presentan
los enfermos con sindrome nefrético tanto en la especie humana (447,448) como en la canina
(449,450). Esta predisposicién a la trombosis podria deberse entre otros factores a Ila
hipoalbuminemia que padecen estos pacientes como consecuencia de la disfuncién renal; de
hecho, se ha comprobado in-vifro que las plaquetas de estos enfermos son mds sensibles de
lo normal a los agentes agregantes, condicién que desaparece al incrementar los niveles de
albimina del medio extracelular hasta restablecer los valores fisiolégicos normales (451).

Los resultados de nuestro trabajo concuerdan con las observaciones de estos autores,
en el sentido de que la albimina reduce la capacidad de activacién de las plaquetas in-vifro.
Si la albimina plasmdtica posee o no estos mismos efectos in-vivo estd todavia sin aclarar,
pero consideramos extremadamente interesante investigar esta posibilidad.

Asimismo, apuntamos las posibles aplicaciones de la utilizacién de albiimina sérica

como inhibidor fistoldgico de la activacién plaquetaria en sangres almacenadas para
transfusién y hemoterapia.
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En cualquier caso, los resultados obtenidos en el presente trabajo aconsejan la
utilizacién de BSA de forma sistemitica como agente antiagregante plaquetario a
concentraciones del 0.1% o inferiores, que no afectan a los mecanismos de activacién de las
plaquetas.

2.- TRANSDUCCION DE SENALES EN PLAQUETAS CANINAS

Puesto que la mayorfa de los agonistas plaquetarios no son capaces de atravesar la
membrana plasmdtica de estas células, la sefial que dispara todos los mecanismos de
activacién que conducen a la reaccién de secrecién plaquetaria requiere la existencia de
sistemas de transduccién para poder ser transmitida a través de la membrana al interior de
la célula.

La activacién plaquetaria comienza con la interaccion del agonista con sus receptores
a nivel de la membrana plasmdtica y culmina con la secrecidn, exposicién de receptores para
fibrinégeno y formacion de agregados multicelulares. Evidentemente, esta es una descripcién
muy simple, puesto que la activacién plaquetaria no es un proceso lineal, pero puede servir
para comprender por qué resulta indispensable la existencia e interaccién de mmiltiples
factores estimulantes e inhibidores de diferentes rutas metabdlicas en las plaquetas, todos ellos
puestos en marcha como consecuencia de la unién del agonista a su receptor. Estas vias
afectan fundamentalmente a la concentracién de calcio ionizado en el citosol, al estado de
fosforilacién de determinadas proteinas plaquetarias, a los niveles intracelulares de AMPc,
a la hidrdlisis de fosfol{pidos de membrana y a la liberacién y posterior metabolismo de
dcido araquidénico.

Pricticamente todos los autores coinciden en que el ataque fosfodiastérico del
PtdIns(4,5)P, por una fosfolipasa especifica (PLasa-C) es el paso mds importante en la cadena
de sucesos que conducen a la activacién del metabolismo de inositidos, que finalmente
originard la liberacién de 1,2-Diacilglicerol e Ins(1,4,5)P, (136,178). Ambos metabolitos
actuardn como segundos mensajeros; el 1,2-DAG activara a una prote{na-quinasa-C (PKC)
dependiente de calcio y fosfolipido (fosfatidilserina), y el Ins(i,4,5)P, regulard los niveles
de calcio intracelular induciendo su liberacién a partir de los almacenes intracelulares
(principalmente del reticulo endopldsmico, o sistema tubular denso en la plaqueta), aunque
otros autores no descartan la existencia de una posible relacion (atin poco conocida) de este
inositol-fosfato con los flujos de calcio procedentes del medio extracelular (140,226).

El objetivo principal de este trabajo consiste precisamente en demostrar 1a
participacién © no-participacién de esta PLasa-C (EC.3.1.4.10) en los fendmenos de
secrecién plaquetaria, y evidenciar los posibles mecanismos que modulan su accién en
plaquetas de perro activadas por dos agonistas completamente diferentes en cuanto a sus
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mecanismos de accion, como son la trombina y el ionéforo célcico A23187.

Con este fin, hemos abordado el estudio de los pardmetros bdsicos de activacidn
plaquetaria en la especie canina, para finalmente establecer sus relaciones con el fenémeno
de 1a secrecion.

2.1. Metabolismo de Fosfoinos{tidos y formacién de Diacilglicerol en plaquetas
activadas

Se ha demostrado en varias especies animales que la unién de la trombina a sus
receptores en la superficie plaquetaria induce la hidrdlisis de los polifosfoinositidos por
accién de la PLasa-C (181,187,188), si bien no hemos podido encontrar informacién
bibliografica sobre este punto en la especie canina. Los resultados de nuestro estudio indican
claramente que la trombina posee este mismo efecto sobre 1as plaquetas caninas, ocasionando
una marcada reduccion de los niveles de PtdIns(4,5)P, a los pocos segundos de la interaccién
con su receptor en la membrana plaquetaria. No obstante, el PtdIns(4,5)P, no es el dnico
fosfoinosftido que sufre modificaciones como consecuencia de la activacion de las plaquetas
por la trombina: el descenso del PtdIns(4,5)P, se acompaiia de un incremento de PtdIns(4)P
que servird de fuente para la regeneracién del PtdIns(4,5)P, que estd siendo degradado,
observdndose también una drdstica disminucién de los niveles de PtdIns al cabo de 15 sg tras
la adicién del agonista.

De forma paralela, se producen incrementos significativos del 1,2-DAG
intraplaquetario generado como consecuencia de la hidrélisis de los fosfoinositidos y que
actuard como segundo mensajero para activar determinados sistemas efectores intracelulares
(300,308). Nuestros resultados demuestran que el miximo de formacién de 1,2-DAG en
plaquetas caninas activadas por trombina se alcanza a los 15 sg post-estimulacién, dato que
concuerda con los descritos por otros autores en plaquetas de otras especies (182,205). Se ha
sugerido que parte de este 1,2-DAG formado en respuesta a la trombina puede proceder
directamente del PtdIns por accién de una PLasa-C especifica (172,184,205), modelo que
parecen confirmar nuestros resultados; la disminucién paralela de los niveles de PtdIns(4,5)P,
y de PtdIns (tanto del marcado con “C-20:4 como del marcado con *H-glicerol) observada tras
la estimulacién con trombina, pone de manifiesto que se estd produciendo un ataque
fosfodiastérico simultdneo de la PLasa-C sobre PtdIns(4,5)P, y PtdIns, como otros autores
hab{an descrito anteriormente (211,172,452). Estos resultados sugieren que el PtdIns también
constituye un sustrato fisiolégico para la PLasa-C, y no solamente un reservorio para suplir
al PtdIns(4,5)P, hidrolizado (206,452). Algunos autores han observado una formacién bifésica
de diglicérido (453,454,455), que se explicaria por el ataque inicial de la PLasa-C sobre el
PtdIns(4,5)P, liberando una primera onda de 1,2-DAG a tiempos de estimulacién muy cortos,
seguido del ataque de la PLasa-C sobre el PtdIns para generar la segunda y mds importante
onda de diglicérido. En nuestro sistema, la curva de formacién de diglicérido no es bifésica,
y tan s6lo muestra un incremento masivo a tiempos relativamente cortos (15sg), por lo cual
nos inclinamos por la hipdtesis del ataque simultdneo de 1a PLasa-C sobre ambos inos{tidos,
PtdIns y PtdIns(4,5)P,.

DISCUSION 109



Independientemente de cudl sea la procedencia del 1,2-DAG, todos los autores
coinciden en sefialar que la misién principal de este segundo mensajero consiste en activar
a la protefna-quinasa-C en presencia de calcio y fosfatidilserina (308). Numerosos trabajos
sugieren la participacion de esta PKC activable por diglicérido en los procesos secretores de
diversos tipos celulares, incluidas las plaquetas (315,316,456,457). Con el fin de esclarecer
la posible implicacién de esta protefna-quinasa en la secrecién plaquetaria, realizamos una
serie de experimentos utilizando como agonista un diglicérido exdégeno (OAG) capaz de
atravesar la membrana plasmdtica de las células intactas y de activar a la PKC (315,437).
Nuestros resultados en plaquetas caninas demuestran claramente la participacidn de la PKC
en los fendmenos de secrecidn, ya que el OAG estimula la liberacién de serotonina por sf
mismo, potenciando asimismo la inducida por trombina. En este sentido, es importante
sefialar que este efecto potenciador del OAG sobre la secrecién estimulada por trombina,
solamente se produce cuando ambos agonistas se afiaden al mismo tiempo; sin embargo, si
se realiza una preincubacién de 30 sg con el OAG antes de la adicién de la trombina, se
observa una inhibicidn de Ia secrecién en respuesta a este iltimo agonista, en lugar de la
potenciacidn descrita anteriormente. La explicacién a este fendmeno puede radicar en el
grado de activacién de la PKC que se haya alcanzado en €l momento de afiadir la trombina;
si ésta se afiade cuando la PKC ya estd plenamente activada, la secrecién resulta inhibida,
lo cual concuerda con las supuestas acciones inhibitorias de la PKC en fases tardias de la
activacién plaquetaria descritas por varios autores (312,326,328,329). Por el contrario, al
afadir conjuntamente el OAG vy la trombina, se sumarian los efectos estimulantes de ambos
agonistas sobre 1a PKC, hecho que ocasiona un incremento de la secrecién. Esto constituye
una explicacidn plausible para los contradictorios resultados obtenidos por distintos autores,
ya que algunos de ellos describen efectos inhibitorios del OAG sobre la activacidn plaquetaria
(326,458), mientras que otros aseguran que este agente actia como estimulante (437,459).
El hecho de que el OAG no fuera capaz de inducir la formacién de Ptd-OH en nuestro
sistema, junto con la observacién de que la neomicina (inhibidor de la hidrélisis de
polifosfoinositidos) no afecta a la secrecion estimulada por este agonista, excluyen la
posibilidad de que el OAG esté ejerciendo algin efecto a nivel del metabolismo de
fosfoinositidos, confirmédndose por tanto que sus acciones sobre la funcionalidad plaquetaria
estdn mediadas a través de la activacién directa de la PKC.

Algunos autores han sugerido que el 1,2-DAG generado durante la activacion celular
podria modular la actividad de otros sistemas enzim4ticos integrados fundamentalmente por
la fosfolipasa-C y la fosfolipasa-A,, puesto que el DAG es un potente desestabilizante de la
membrana y puede hacer el sustrato (fosfolipidos) mds asequible a Ia enzima
(289,251,460,461). Nuestros resultados parecen apoyar esta hipdtesis, ya que la estimulacién
de las plaquetas con OAG induce incrementos de los niveles de 20:4 libre, probablemente
como consecuencia de su movilizacién a partir de fosfol fpidos de membrana por accién de
una fosfolipasa-A,, si bien también cabe la posibilidad de que la estimulacién de la PLasa-
A, se deba a la alcalinizacién del citoplasma inducida por la PKC activada (323). Sin
embargo, estos datos difieren de los descritos por otros autores, que sostienen que el OAG
por si mismo no estimula la liberacién de 20:4 aunque si potencia la inducida por otros
agonistas (462) y por iondforos célcicos (316,463).

DISCUSION 110



2.2. Formacién de Ptd-OH en plaquetas activadas

Hasta hace poco tiempo, la inmensa mayor{a de los autores admitfan que la totalidad
del Ptd-OH generado durante los fen6menos de activacién celular procede directamente del
1,2-DAG por accién de una diglicérido-quinasa, con lo cual la formacién de Ptd-OH ha sido
frecuentemente utilizada como medida indirecta de la hidrélisis de polifosfoinositidos
(207,208). Sin embargo, en los iltimos afios se ha demostrado que numerosos agonistas,
ademds de inducir la hidrélisis de los fosfoinositidos, también originan la degradacién de
Fosfatidilcolina (PC) por accién de distintas fosfolipasas (PLasa-A,, PLasa-C y PLasa-D),
sugiriendo que estas reacciones pueden estar implicadas en la transduccidn de sefiales (124).
No obstante, los resultados de nuestros experimentos en células marcadas con “C-20:4 y *H-
glicerol indican que, en plaguetas caninas activadas por trombina, la PC es degradada
unicamente por una PLasa-A, que liberard 20:4, descartando por tanto la posibilidad de que
el Ptd-OH sea generado a partir de PC por accion de una PLasa-D. Por otra parte, la adicién
de neomicina inhibe casi por completo 1a formacién de Pid-OH inducida por trombina en
nuestro sistema, lo cual confirma que la préctica totalidad del Ptd-OH generado proviene de
la hidrélisis de fosfoinositidos via 1,2-DAG/DAG-quinasa, hip6tesis compartida por
Lapetina y col. (464) y por otros autores (362).

El dnico fosfol { pido de membrana que experimenta pérdidas significativas del marcaje
en °H-glicerol tras la estimulacién de las plaquetas caninas con trombina en nuestras
condiciones de ensayo, es el Ptd-Ins; evidentemente, esto sugiere un ataque tipo PLasa-D y/o
Plasa-C (discutido anteriormente) sobre este fosfoli{pido. Balsinde y col. (465) han
encontrado actividad PLasa-D especifica para PtdIns en neutréfilos humanos, por lo que cabe
pensar en la existencia de una actividad enzimdtica de este tipo en plaquetas. Sin embargo,
son pocos los autores que han descrito hasta el momento la presencia de actividad PLasa-D
en plaquetas (466), mencionando ademds que dicha actividad es mucho menor en plaguetas
que en otros tipos celuiares, por lo que nos inclinamos a pensar que en nuestro sistema, al
menos la gran mayoria del Ptd-OH generado durante la activacion por trombina deriva del
1,2-DAG por accién de una diglicérido-quinasa.

Sin embargo, la situacidn es muy distinta en plaquetas caninas estimuladas con
iondforo cdlcico A23187; este agonista es capaz de inducir {a formacién de Ptd-OH, aunque
en proporciones mucho menores que la trombina y por otro mecanismo. El A23187 no actia
via receptor, sino que activa determinados sistemas calcio-dependientes al aumentar la
concentracién intracelular de calcio (351,467). Nuestros datos concuerdan con este modelo,
ya que la produccién de Pid-OH en respuesta a A23187 es muy superior en plaquetas
permeabilizadas que en plaquetas intactas. Sin embargo, nuestros resultados indican que el
Ptd-OH generado por el A23187 puede proceder de otros fosfolipidos ademds de los
fosfoinositidos, ya que este iondforo ocasiona pérdidas significativas del marcaje en *H-
glicerol a partir de PC y PE, que podrian deberse a la accién de fosfolipasas-C y/o -D
calcio-dependientes sobre estos fosfolipidos, descritas ya en otros sistemas celulares
(129,468). Por otra parte, la neomicina carece de efecto sobre la formacién de Ptd-OH
inducida por el A23187, lo cual parece confirmar esta hipotesis.
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Considerando en conjunto todo lo expuesto anteriormente, podemos deducir que
aunque las plaquetas caninas parecen poseer actividad PLasa-D (como demuestra su posible
estimulacién por accidén del iondforo célcico A23187 en nuestro sistema), esta actividad
enzimdtica no participa de manera importante en la activacién de las plaquetas por trombina,
para lo cual proponemos la siguiente explicacién: se ha sugerido que la hidrélisis de PC estd
implicada en los fenémenos de control celular que requieren una activacién prolongada de
la PKC, tales como regulacién de la transcripcién y ofros eventos relacionados con el
crecimiento y diferenciacion celular. En este tipo de reacciones, las grandes cantidades de
DAG generadas por la accién secuencial de una PLasa-D sobre PC y una fosfohidrolasa sobre
Ptd-OH, son necesarias para inducir una activacién sostenida de la PKC; sin embargo, es
probable que en los fenémenos de estimulacidén plaquetaria, donde las respuestas de
activacién inducidas por el agonista se producen en pocos segundos, sean suficientes las
cantidades de 1,2-DAG formadas a tiempos cortos por la accién de la PLasa-C sobre los
fosfoinos{tidos, por lo que el sistema PLasa-D estd poco desarrollado en estas células,

2.3. Movilizacién y metabolismo de 4cido araquidénico en plaquetas activadas

Nuestros resultados ponen de manifiesto que, al igual que en otras especies animales
(136,363), las plaquetas caninas responden a la estimulacién con 1a liberacién intracelular de
20:4. Se han propuesto dos mecanismos principales para la movilizacién de 20:4 en células
activadas: el primero de ellos consiste en la accién secuencial de PLasa-C y DAG- y
monoacilglicerol(MAG)-lipasa (165,182,370), y el segundo implica la accién directa de la
PLasa-A; sobre los fosfolipidos (289,374,389).

En nuestras condiciones de ensayo hemos encontrado evidencias de la liberacién de
20:4 por ambas vias;

a) Las pruebas en favor de la ruta PLasa-C, DAG- MAG-lipasa se basan
fundamentalmente en el drastico descenso de PtdIns que se produce tras la estimulacién con
trombina, hecho que apunta al ataque de una PLasa-C sobre este fosfoinositido como ya han
descrito otros autores (211,452). Por otra parte, como se ha mencionado anteriormente, se
produce un marcado incremento del Ptd-OH enddgeno en las plaquetas activadas como
consecuencia de la accién de una diglicérido-quinasa. Sin embargo, el grado de hidrdlisis del
PtdIns, parece ser mucho mayor que la formacién de Ptd-OH, hecho que coincide con los
resultados obtenidos previamente por otros autores en otras especies (374), y que sugiere que
no todo el DAG liberado de los fosfoinositidos estd siendo convertido en Ptd-OH. Este
dato, junto con la observacidn de que la liberacién de 20:4 precede a la sintesis de Ptd-OH
(el mdximo de 20:4 libre se alcanza a los 60-90 sg postestimuiacién, mientras que los valores
mdximos de Ptd-OH se registran a los 2 min), sugieren que parte del DAG generado durante
la activacién de las plaquetas caninas sirve de sustrato para una diglicérido-lipasa que dard
lugar a la liberacion de 20:4. Sin embargo, existe un dato en nuestros resultados que indica
que esta via de movilizacién de 20:4 no es muy importante en las plaquetas de perro: en
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nuestras condiciones de ensayo, no hemos detectado incrementos de 1,2-MAG durante la
estimulacién con trombina, hallazgo que hubiera sido un claro indicativo de la existencia de
actividad DAG-lipasa como han descrito otros autores (368,372).

Por otra parte, la inhibicién de la liberacién de 20:4 inducida por la neomicina en
plaquetas estimuladas por trombina, si bien existe, es muy poco importante (no supera el
10%); si l1a ruta DAG-lipasa, MAG-lipasa fuera la principal responsable de la movilizacién
de 20:4 en plaquetas caninas, la neomicina deberfa haber ocasionado una mayor inhibicién
de la liberacién de 20:4 al reducir la formacién de DAG a partir de fosfoinositidos.

b) El 20:4 liberado tras la estimulacién con trombina puede derivar directamente de
los fosfolipidos de membrana. Se ha descrito en plaquetas y en otros tipos celulares la
existencia de actividad fosfolipasa-A, capaz de actuar sobre varios fosfolfpidos, incluyendo
PtdIns e incluso Ptd-OH (289,374,389). En nuestro trabajo hemos encontrado numerosas
evidencias indicativas de que la activacién de la PLasa-A, constituye la principal via de
liberacién de 20:4 en plaquetas de perro.

En primer lugar, hemos detectado pérdidas significativas del contenido en 20:4 de
determinados fosfolfpidos (fundamentalmente PtdIns, PC y en menor medida PE) tras la
estimulacién de las plaquetas con trombina. Las pérdidas mdximas coinciden en el tiempo
con los niveles mdximos de 20:4 libre, lo cual sugiere que los citados fosfol{pidos estdn
probablemente sirviendo de fuente para la movilizacién de 20:4 al igual que ocurre en
plaquetas de otras especies (373,374).

La actividad enzimdtica responsable de esta liberacién de 20:4 a partir de los
fosfolipidos es calcio-dependiente, como demuestra el hecho de que es activable por ionéforo
cdlcico A23187; este iondforo induce reducciones del contenido en 20:4 de los fosfol {pidos
superiores a las ocasionadas por la trombina, que se acompafian ademds de incrementos de
20:4 libre mucho mayores que los producidos por este iltimo agonista. Por otra parte, la
neomicina no afecta en absoluto a la liberacién de 20:4 inducida por el A23187, lo cual
parece excluir la posibilidad de que esta reaccién esté mediada por €l ataque de la PLasa-C
sobre los fosfoinositidos.

Todos estos resultados, junto con el hecho de que las pérdidas del marcaje en *C-
20:4 que experimentan PC y PE en plaquetas estimuladas por trombina no van asociadas a
pérdidas del marcaje en *H-glicerol, indican claramente la existencia en plaquetas caninas de
una actividad PLasa-A, activable por trombina y ion6foro A23187. No obstante, estos datos
contrastan con los obtenidos por otros autores (470), que han descrito la ausencia de actividad
PLasa-A, y PLasa-A, tanto en la fraccion soluble como en membranas de plaquetas de perro,
detectando sin embargo actividad PLasa-C y DAG-lipasa. Otros trabajos han puesto de
manifiesto que en fa mayorfa de las ocasiones, la incapacidad para determinar la existencia
de actividad PLasa-A, se debe a la utilizacién de condiciones de ensayo inadecuadas, y asf{,
los autores que niegan la existencia de actividad PLasa-A, en plaquetas caninas parece que no
emplearon unas condiciones de ensayo particularmente 6ptimas (pH=7 con 0.1 mM de
CaCl,), ya que otros trabajos revelan como condiciones ptimas para determinar actividad
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PLasa-A,, la utilizacién de un elevado pH y concentraciones altas de calcio ( pH=9.5-10 con
10 mM de Ca™) (471).

Algunos autores han descrito la existencia de una actividad PLasa-A, especifica para
Ptd-OH en plaquetas de caballo (388,389), sugiriendo que el propio Ptd-OH formado a partir
del DAG iniciaria la estimulacién de esta actividad enzimdtica y la subsiguiente liberacién
de 20:4. Sin embargo, se ha demostrado posteriormente en plaquetas humanas que la
liberacién de 20:4 precede a la formacién de Ptd-OH (362), contradiciendo as{ la hipdtesis
anterior. Estos datos sugieren que ciertas rutas metabélicas plaquetarias pueden presentar
variaciones en las distintas especies animales, por lo que procedimos a estudiar estos
pardmetros de activacién en las plaquetas caninas. Nuestros resultados en este aspecto
coinciden con los obtenidos por Majerus y col. en plaquetas humanas (362), ya que en
plaquetas de perro estimuladas por trombina los niveles méximos de 20:4 se alcanzan antes
que los de Ptd-OH, dato que parece descartar al Ptd-OH como fuente de 20:4 en esta especie.

Para confirmar definitivamente la movilizacién de 20:4 a partir de fosfolipidos de
membrana por accion directa de una PLasa-A,, realizamos una serie de experimentos para
establecer los efectos de la Quinacrina (utilizada comunmente como inhibidor de la PLasa-
A,, (441,442) ) sobre la liberacién de este Acido graso en plaquetas activadas. En nuestro
sistema, la quinacrina reduce significativamente los niveles de 20:4 liberados en respuesta a
trombina y ionéforo A23187, disminuyendo al mismo tiempo la pérdida de 20:4 a partir de
PC, PI y PE. Estos datos indican claramente la participacién de la PLasa-A, en la
movilizacion de 20:4 en plaquetas caninas estimuladas por estos dos agonistas, sugiriendo
ademds que los fosfolipidos que sirven como sustrato para esta enzima son PI, PC y en
menor medida PE, resultados que coinciden plenamente con los obtenidos por otros autores
en plaquetas de otras especies (373,374). Sin embargo, es importante resefiar el hecho de que
en nuestro sistema la quinacrina parece tener también efectos inhibitorios sobre la PLasa-C
plaquetaria, como demuestra €l bloqueo de la hidrélisis de fosfoinositidos observado en
presencia de este inhibidor. Esta inhibicién de la PLasa-C por accién de la quinacrina habia
sido descrita anteriormente en otros tipos celulares (472,473), pero no hemos encontrado
ninguna referencia al respecto en plaquetas. En consecuencia, no excluimos la posibilidad de
que el bloqueo de la hidrdlisis de PI producido en presencia de quinacrina se deba mds bien
a la inhibicién de la actividad PLasa-C en lugar de la PLasa-A,, por lo que Ia contribucién
de este fosfoinositido a la liberacion de 20:4 en plaquetas caninas es dudosa (este no es el
caso para PC y PE, ya que previamente habiamos descartado €l ataque de una PLasa-C sobre
estos fosfol{pidos en plaquetas estimuladas por trombina).

Una vez liberado en el interior de la plaqueta, el 20:4 puede ser metabolizado por la
via lipooxigenasa y/o ciclooxigenasa, siendo esta iltima la ruta preferencial en plaquetas
(394); en nuestro estudio hemos podido comprobar que en plaquetas caninas, el 20:4 es
metabolizado por ambas vias, como demuestra la formacién de metabolitos oxigenados
activos derivados de ambas actividades enzimdticas, si bien el compuesto m4s abundante es
efectivamente el producto principal de la via ciclooxigenasa, €l Tromboxano-A,.
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2.4. Participacién de Protefnas-G-reguladoras en la activacién plaquetaria

El estudio de las protefnas-G ha adquirido una gran importancia en los ultimos
tiempos, ya que cada vez son mds numerosos los procesos metabdlicos en los que se ha
demostrado la participacién de estas protefnas reguladoras como mediadoras de las
interacciones entre los receptores de membrana y los mecanismos efectores intracelulares.
Entre los sistemas controlados por estas proteinas-G se encuentran determinadas actividades
enzimdticas tipo fosfolipasa, como la PLasa-C (126,139,151), la PLasa-A,
(124,125,386,474,475,476,477) y posiblemente tambiénlaPLasa-D (478,479,128,129). Dado
que al menos algunas de estas actividades enzimdticas estdn implicadas en los fendmenos de
activacién plaquetaria, consideramos importante estudiar la posible participacién de
proteinas-G en sus mecanismos de activacién en plaquetas caninas. Con este objeto,
realizamos una serie de experimentos utilizando como agonistas plaquetarios dos conocidos
estimulantes de las proteinas-G: en primer lugar, el Fluoruro sédico (NaF),el cual en
presencia de AICl, da lugar a la formacién de fluoroaluminato (AlF*) que sustituye al 7-
fosfato del GTP activando as{ a las proteinas-G (434,435). En segundo lugar, el GTP7S, un
andlogo no hidrolizable del GTP que al unirse a la subunidad-a ocasiona una activacién
sostenida de estas protefnas (436).

Nuestros resultados con estos agonistas demuestran claramente la participacién de
proteinas-G-reguladoras en la activacion de las plaquetas caninas, ya que tanto €l NaF (en
plaquetas intactas) como €l GTP7S (en plaquetas permeabilizadas) son capaces de inducir la
secrecién plaquetaria de serotonina, llegando a alcanzar niveles de secrecién similares a los
estimulados por la trombina. Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores
(135,136,480), si bien en nuestro sistema fueron necesarias concentraciones de NaF superiores
(>20mM) a las utilizadas en estos trabajos para inducir la secrecioén plaquetaria. Nuestros
resultados estdn por tanto en claro desacuerdo con los obtenidos por Kienast y col. (141),
quienes sostienen que concentraciones de NaF superiores a 40 mM inhiben la activacién
plaquetaria por estimular el sistema adenilato-ciclasa.

El hecho de que el NaF induzca la formacién de Ptd-OH, parece indicar que este
agonista estd promoviendo la estimulacién de las plaquetas caninas por activar una prote{na-
G reguladora de la fosfoinositidasa que hidroliza los polifosfoinositidos, descrita ya por otros
autores en plaquetas de otras especies (139,151) aunque todav{a sin identificar. Sin embargo,
los resultados de los experimentos realizados en presencia de neomicina contradicen esta
hipétesis: la neomicina potencia en gran medida Ia secrecién inducida por GTP7S y NaF, as{
como la sintesis de Ptd-OH en respuesta a este 1ltimo agonista. Estos datos ponen de
manifiesto que los activadores de protefnas-G son capaces de inducir la estimulacién
plaquetaria por vias diferentes de la hidrélisis de polifosfoinositidos, o lo que es lo mismo,
que las plaquetas caninas disponen de rutas de activacidn alternativas en las que no participa
el metabolismo de fosfoinos{tidos, y que de alguna forma estdn mediadas por proteinas-G
reguladoras. En los dltimos afios se han encontrado numerosas evidencias que apuntan a la
existencia de un mecanismo regulador de la actividad Pl.asa-A, mediado por una prote{na-
G sobre el cual se han emitido dos hipétesis: por un lado, la proteina implicada podria ser
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la propia Gp activadora de 1a PLasa-C, que al generar Ins(1,4,5)P, daria lugar a incrementos
de la concentracidn citosdlica de calcio que favorecerian la estimulacién de Ia PLasa-A,
(481), y por otra parte, se ha propuesto la existencia de una nueva prote{na-G, todavia
desconocida, responsable de la activacién directa de la Plasa-A, (125,386,387). Nuestros
resultados encajan mejor en este ditimo modelo, ya que el bloqueo de la actividad PLasa-C
por accién de la neomicina no sélo no inhibe la liberacién de 20:4 inducida por NaF, sino
que la potencia, lo cual indica claramente que la movilizacién de 20:4 en respuesta al NaF
es completamente independiente de 1a hidrélisis de polifosfoinositidos. Para esclarecer este
aspecto, realizamos varios experimentos en presencia de quinacrina, pensando que al inhibir
la PLasa-A, se bloquearfa también la liberacién de 20:4 inducida por el NaF. Sin embargo,
los resultados obtenidos fueron contrarios a los esperados: sorprendentemente, 1a quinacrina
potencia de manera significativa la liberacién de 20:4 en respuesta a la estimulacién por NaF.
La posibilidad de que la quinacrina no esté inhibiendo la PLasa-A, en nuestras condiciones
de ensayo queda excluida, ya que los resultados en plaquetas activadas por trombina y
iondforo A23187 demuestran que sf existe este efecto inhibitorio. Por ofra parte, la
observacion de que la quinacrina también bloquea la actividad PLasa-C, descarta la
posibilidad de que el 20:4 liberado por el NaF en presencia de este inhibidor proceda del
DAG derivado de los polifosfoinositidos. Por lo tanto, estos datos sugieren que en plaquetas
caninas exisie una via de liberacién de 20:4, distinta de la mediada por la PLasa-
C/Diglicérido-lipasa y de la mediada por la PLasa-A,, en cuyo mecanismo de activacién
participa una prote{na-G reguladora. Basdndonos en resuitados obtenidos por otros autores
en diferentes sistemas celulares (129), nos inclinamos a pensar que esta nueva ruta de
movilizacién de 20:4 plaquetario, podria estar constituida por la activacién de una PLasa-
D que actuaria sobre PC liberando Ptd-OH, el cual podria ser atacado por una PLasa-A,
especifica (389) ( aunque nuestros datos en plaquetas estimuladas por trombina indican que
esta actividad enzimadtica sobre el Ptd-OH es poco probable en plaquetas caninas), o bien ser
defosforilado y convertido en DAG para dar lugar finalmente a 20:4 libre (369,482). Todas
las actividades enzimdticas implicadas en esta hipotética ruta (Plasa-D, Ptd-OH-
fosfohidrolasa, DAG- MAG-lipasa) estdn presentes en plaquetas (369,466), y por otra parte
la posible participacién de una proteina-G en la activacién de la PLasa-D en diversos tipos
celulares ya ha sido propuesta por varios autores (128,129,478,479), por lo cual es muy
posible que exista un mecanismo similar en plaquetas.

Por otra parte, existe otro dato importante en nuestros resultados que parece confirmar
la teoria de la estimulacién de una PLasa-D por el NaF como via de activacién alternativa
a la hidrélisis de polifosfoinositidos: en presencia de neomicina y coincidiendo con el
aumento de los niveles de Ptd-OH, se produce una considerable disminucién de! marcaje en
“C-20:4 y "H-Glicerol de PC, mientras que en ausencia de este antibiético, el marcaje de PC
permanece practicamente inalterado tras la activacién de las plaquetas con NaF.

Por otra parte, el hecho de que el NaF potencie la secrecién y la formacién de Ptd-
OH inducidas por la trombina, sugiere que este agente ¢s capaz de poner en marcha vias de
activacién complementarias a las estimuladas por la trombina.

Considerando en conjunto todo lo expuesto sobre los posibles mecanismos mediados
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por prote{nas-G en plaquetas, y basdndonos en nuestros propios resultados y en los obtenidos
previamente por otros autores, proponemos el siguiente modelo mediante el cual se podrian
explicar los resultados discutidos anteriormente: el mecanismo principal de activacién
plaquetaria estarfa constitufdo al igual que en otros tipos celulares por la hidrélisis de
polifosfoinositidos, la cual estd mediada por la activacién de una protefna-G (Gp) que
estimula la actividad PLasa-C. Este seria probablemente el sistema de activacién estimulado
por los agonistas plaquetarios fuertes como la trombina, que inducen las respuestas de
activacién de forma extraordinariamente rdpida, sin necesitar por tanto la participacion de
mecanismos amplificadores que prolonguen o incrementen la seilal de activacidn. Sin
embargo, las plaquetas dispondrian de rutas de activacién alternativas, mediadas también por
prote{nas-G, que podrfan ponerse en marcha en respuesta a agonistas mds débiles que
requieran una estimulacién prolongada de determinadas rutas metabdlicas (como por ejemplo
una activacién sostenida de la PKC), o por agonistas que simplemente posean diferentes
mecanismos de accidén (mediados por receptores acoplados a otras proteinas-G-reguladoras
distintas de Gp).

Ademds, cabe la posibilidad de que existan interacciones entre los distintos sistemas
enzimaticos controlados por proteinas-G, de forma que al bloquear uno de ellos se estimulen
los demds; esto explicar{a el efecto potenciador de la neomicina sobre la activacién inducida
por NaF, as{ como el incremento de la liberacién de 20:4 ocasionado por la quinacrina.

Los resultados de algunos trabajos recientes (135) concuerdan perfectamente con
nuestra hipétesis sobre la existencia de rutas de activacién plaquetaria mediadas por
proteinas-G y distintas de la hidrélisis de polifosfoinositidos; estos autores han demostrado
que en plaquetas humanas, el NaF no induce la formacién de Ins(1,4,5)P, pero sf la de 1,2-
DAG, as{ como la fosforilacién del sustrato principal de la PKC, la p47. Estos datos indican
claramente que el DAG generado por el NaF en este estudio no procede de
polifosfoinositidos, al igual que sucede en nuestros experimentos realizados en presencia de
neomicina. Por lo tanto, nuestros resultados coinciden plenamente con los de estos autores y
con sus teorias sobre la existencia de una nueva via de activacion plaquetaria consistente en
la formacion de DAG a partir de PC por accién de fosfolipasas-C y/o -D.

La participacién de proteinas-G en la regulacién de estas fosfolipasas plaquetarias
calcio dependientes (PLasa-A, y PLasa-D) como indican nuestros resultados,constituirfa una
explicacion para el mecanismo de accién de los agonistas que como la epinefrina no inducen
la hidrdlisis de polifosfoinos{tidos ni tampoco aumentos de Ia concentracién citoséSlica de
calcio, pero sin embargo ocasionan una activacién plaquetaria completa (25,299).

2.5. Participacién de distintas rutas metabdlicas en los fenémenos de secrecién
plaquetaria

Despues de analizar algunas de las principales rutas metabélicas que se ponen en
marcha durante la activacién plaquetaria, nos propusimos determinar sus posibles relaciones
con la liberacién de serotonina inducida por los distintos agonistas, con el fin de establecer
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el grado de participacion de cada una de ellas en los fenémenos de secrecién.
2.5.1.- Hidrélisis de Polifosfoinositidos

En la actualidad existe cierta controversia acerca de la participacion del metabolismo
de inos{tidos en los fen6menos de secrecién plaquetaria de 5-HT. Nuestros experimentos
demuestran que en plaquetas permeabilizadas con saponina, se puede estimular la secrecién
de 5-HT simplemente mediante la adicién de calcio (0.1xM), siempre que exista ATP en el
medio de incubacién. (La necesidad de ATP se debe a que el tratamiento con saponina parece
ocasionar la deplecién de los almacenes intracelulares de ATP (218,248,483) ). Estos
resultados indican que el proceso de secrecion plaquetaria se pone en marcha a través de un
mecanismo calcio-dependiente para cuya estimulacion son suficientes las concentraciones de
calcio presentes en las células en reposo (0.1uM), y que consiste muy probablemente en la
activacién de 1a PLasa-C especifica para fosfoinoisitidos como ya han descrito otros autores
(147,148,154),

Para establecer con mayor exactitud el grado de participacion de esta fosfoinositidasa
en la reaccién de secrecidn, se realizaron experimentos en presencia de sulfato de neomicina;
como se ha mencionado anteriormente, este antibiético se une fuertemente a Ios
polifosfoinositidos (438) y un gran nimero de estudios sugieren que puede ser utilizado
como inhibidor relativamente especifico de la hidrélisis de fosfoinositidos (439,440). En
nuestro sistema, concentraciones de neomicina de 5 mM inhiben en un 75% la secrecién
inducida por trombina (porcentaje de inhibicién idéntico a 1a reduccién de Ptd-OH ocasionada
por este antibiético), bloquedndose la secrecién en practicamente un 100% en presencia de
neomicina 10 mM. Sin embargo, como cabia esperar, la neomicina no afecta en absoluto a
la secrecién estimulada por el ionéforo A23187, mientras que por el contrario potencia Ia
inducida por NaF y GTPrS. Estos resultados demuestran claramente que si bien la secrecién
de serotonina estimulada por la trombina es totaimente dependiente de la hidrdlisis de
fosfoinositidos, existen no obstante rutas alternativas para la induccién de la secrecién
plaquetaria, activables por calcio y/o por proteinas-G como ya han propuesto algunos autores
(135,386,387).

2.5.2.- Metabolismo de 20:4

Tradicionalmente se ha venido considerando que la liberacion de 20:4 y su posterior
conversién en metabolitos oxigenados activos (fundamentalmente TxA,), eran fen6menos
imprescindibles para que se pudiera producir la secrecién plaquetaria en varias especies
incluyendo la canina (209,407,408,484), si bien algunos autores ya habfan sugerido que era
posible inducir la secrecién de serotonina en ausencia de metabolitos del 20:4 (407,413).

En un intento de aclarar este punto, realizamos varios experimentos en presencia de
inhibidores de ciertas actividades enzimdticas, para establecer en qué medida influye la
inhibicidn de la liberacién y/o metabolismo del 20:4 sobre la secrecién inducida por diversos
agonistas.

En primer lugar, hay que destacar que la movilizacién de 20:4 no es suficiente para
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que se produzca secrecién en respuesta a trombina, ya que la preincubacién de las plaquetas
con neomicina solamente reduce en un 10% la liberacién de 20:4, pero sin embargo inhibe
en casi un 100% la secrecién. Esta observacion parece indicar 1a participacion de procesos
calcio-dependientes (como por ejemplo la activacién de la MLCK por la calmodulina) en los
fenémenos de secrecién plaquetaria, ya que la inhibicién del incremento de calcio citosélico
ocasionada por la neomicina al bloquear la formacién de Ins(1,4,5)P,, anula casi por completo
la secrecién en respuesta a trombina. Sin embargo, como cabfa esperar, la neomicina no
afecta a la secrecién inducida por A23187 porque este (ltimo aumenta la concentracién
intracelular de calcio por mecanismos independientes de Ia hidrélisis de polifosfoinositidos.

Otro dato que demuestra que el metabolismo del 20:4 no es un factor indispensable
dentro del mecanismo secretor de las plaquetas, es el hecho de que el pretratamiento de las
plaquetas con inhibidores de la movilizacién de 20:4 (quinacrina) o de su metabolismo por
la via ciclooxigenasa (indometacina), inhiben solo parcialmente la secrecién inducida por
trombina o ionéforo A23187, lo cual pone de manifiesto que en el proceso secrefor estdn
involucrados sistemas independientes de 1a liberacién y posterior metabolismo de 20:4.

En plaquetas estimuladas por ioné6foro célcico A23187, la quinacrina e indometacina
tan sdlo inhiben Ia secrecidn en un 50%, cuando era de esperar un efecto inhibitorio mucho
mds elevado, ya que se ha descrito que la activacién plaquetaria inducida por el A23187 est4
mediada fundamentalmente por la liberacién y posterior metabolismo de 20:4 (356). Nuestros
datos indican que la participacién de los metabolitos oxigenados del 20:4 en la secrecién
inducida por el ionéforo A23187 no es tan definitiva como algunos autores hab{an postulado;
es evidente que el ion6foro A23187 estd activando otra/s via/s calcio-dependiente/s
implicada/s en los procesos secretores de la plaqueta de perro.

En consecuencia, nuestros resultados indican que las rutas de activacién puestas en
marcha por la trombina y el ionéforo A23187 en plaquetas caninas son completamente
diferentes; el A23187 estimula la secrecién por un mecanismo totalmente independiente de
PLasa-C y parcialmente dependiente de PLasa-A,, que no implica necesariamente la
participacién de la movilizacién de 20:4. Por otra parte, la accién de la trombina es
completamente dependiente de Plasa-C, pero solamente en un 50% de la liberacién de 20:4.

2.5.3.- Prote inas-G-reguladoras

El mecanismo por el cual el NaF induce la secrecién plaquetaria es bastante complejo
y poco conocido. Como hemos mencionado anteriormente basdndonos en nuestros resultados,
este agente parece capaz de estimular tres vias diferentes de activacién: inicialmente, activa
la proteina-Gp que induce la hidrélisis de polifosfoinositidos desencadenando asf la
secrecidn. Si se bloquea esta ruta (mediante la adicion de neomicina) se potencian otras vias
activables por NaF y por tanto mediadas por proteinas-G, constituidas probablemente por
la estimulacién de la PLasa-A, y/o PLasa-D, lo cual se traduce en un incremento de la
secrecion. No obstante, al bloquear simultineamente las actividades PLasa-C y Plasa-A,
(mediante la adicion de quinacrina) se produce cierta inhibicidn de la secrecién que sin

DISCUSION 119



embargo se acompafia de un gran aumento de los niveles de 20:4 libre. Estos iltimos
resultados son ciertamente sorprendentes, ya que por lo general se considera que el 20:4
movilizado actia como mediador de la activacién celular, por o cual hubiera sido m4s légico
que el aumento de los niveles de 20:4 libre hubiera ido asociado a un incremento y no a una
disminucién de la secrecién como ha sido el caso. Sin embargo, varios trabajos han
demostrado que el 20:4 a concentraciones elevadas ejerce marcados efectos inhibitorios sobre
la activacién plaquetaria (391,485,486) descritos también en la especie canina (487,488),
probablemente porque al aumentar en exceso los niveles de este 4dcido graso, éste es
metabolizado mayoritariamente por la via lipooxigenasa, dando lugar 2 la formacién de
grandes cantidades de 12-HPETE y 12-HETE (391). La accién inhibitoria de estos dos
metabolitos del 20:4 sobre la activacion plaquetaria ha sido descrita en varias ocasiones
(391,392), habiéndose comprobado su capacidad para bloquear la actividad ciclooxigenasa
(393). En base a nuestros resultados, consideramos muy probable que la inhibicién de la
secrecion ocasionada por la quinacrina esté mediada de alguna forma por un bloqueo de la
ciclooxigenasa, ya que el porcentaje de inhibicion inducido por la quinacrina sobre la
secrecion en respuesta al NaF es muy similar al originado por la indometacina.

En consecuencia, el gran incremento de los niveles de 20:4 libre inducido por la
quinacrina en plaquetas estimuladas por NaF podria ser precisamente el responsable de la
inhibicién de la secrecidn, si bien no excluimos la posibilidad de que la quinacrina esté
ejerciendo algin otro efecto no detectado que pudiera estar interfiriendo el proceso secretor
a otros niveles. Por lo tanto, consideramos necesario profundizar en el estudio de los efectos
de los distintos inhibidores metabdlicos utilizados mds frecuentemente en plaquetas, ya que
un mejor conocimiento de sus mecanismos de accién constituirfa una valiosa ayuda para
estudiar de manera individualizada las diferentes rutas de activacién de estas células.

De todo lo expuesto se deduce que, si bien la hidrélisis de polifosfoinositidos parece
ser la principal via de activacién implicada en el proceso secretor de las plaquetas, existen
ademds otras rutas de estimulacién alternativas capaces también de inducir la secrecidn
plaquetaria de serotonina.

En la Fig.13 aparece un esquema de las posibles prote {nas-G-regutadoras de distintas
actividades enzimdticas que podrian participar en los fendmenos de activacion plaquetaria
en base a los resultados del presente trabajo.
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1.-

La presencia de Albimina de Suero Bovino en el medio de incubacién inhibe la
hidrélisis de polifosfoinositidos, la movilizacién de 4cido araquidénico y la secrecién
de serotonina en plaquetas caninas activadas por trombina 6 ionéforo cédlcico A23187.

La estimulacién de plaquetas de perro por trombina se produce a través de un
mecanismo independiente de la concentracién de calcio extracelular, no descartando
1a necesidad de movilizacién o redistribucion de almacenes intracelulares de calcio.

La Proteina-Quinasa-C modula la secrecion plaquetaria de serotonina en el perro.

Nuestros resultados sugieren que el dcido araquiddnico movilizado durante la
activacién plaquetaria en el perro, procede mayoritariamente del ataque de una
Fosfolipasa-A, sobre los principales fosfolipidos de membrana.

La secrecién de serotonina inducida por trombina en plaquetas caninas es un proceso
completamente dependiente de 1a hidrélisis de polifosfoinositidos; no obstante, estas
plaquetas disponen de rutas alternativas de activacién, independientes de ia hidrélisis
de polifosfoinos{tidos y activables por calcio y/o proteinas-G-reguladoras.
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