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RESUMEN

He ostudib in vitro el efect tiagroganto de L-arginina y poliami en plaguetas de
ratsy normalos y con disbotes inducida (aloxans 120 mg/Kg, i.p.). En ambos grupos, esto efocto
fue oconparado con ol de lr insulina. S detarminaren las entraci do ¢l ,

triglioéridow, lipidos y protefnas totales y lu actividad de arginasa (de 126542.6 a 543416.9 myg/dl,
de 62.048.2 a 823.046.1 mg/dl, de 261.8£19.6 a 1134.7+.30.3 mg/dl, de 1.76840.110 a 2.256640.138
mg/10% plaquetza y, de 0.11640.024 a 0.078:0.008 nowles urea/mg protetns/minuto,
respoctivRments).

La administracién de aloxena produjo cambice marcados en las concentraciones de
ghicoss, triglicsridos y ipidoo totales, indicativoa de dafic pancredtico.

Lae prusbsa de agregacén plequetarin so realiznron utilixando plaama rico en pluquetan
(PRP) obtenido de ambos grupos de animales. Como inductores se utilisaron ADP (2.5uM/ml),
epinefrina (250uM/ml) y trombinz (0.4Uhal). La I-arginina y las poliaminas produjeron una
agregacién no mayor dol 40% en plasma de rata normal, mientras que en plasma de rata
diabética ol parcontaje de agrogacién no fue mayor del 50% cuando se utiliaé trombina. Eatos

resultados obtonidos derauestran gue la L-arginina y las poliaminas son Jantes antagonist

de la agregacibn plaquetaria.

La activided de argiunes fuy domoetrada en las plaquetas. Eeta actividad fue menor
cuando se indujo diabetes (de 0.116340.024 & 0.078340.006 nmolos urea/mg protofna/minuto).
La actividad de esta erusiia puede eslar asociada con la hiosintesis de poliaminas.



INTRODUCCION

La sangre es un tejido compuesto de células diferenciadas o el tos figuradoe
(eritrocitos, leucocitos y plaquetas) suspendidas en un fluido conocido como plasma y
quimicamente ssté compuesto de sustancias orgénicas e inorginican.

Las plaquetas son pequefics fragmentos citoplasmétioos sin nécleo, metabélicamente
activos y derivan de los megacariocitoa de la médula ésea. Circulan como discos biconvexos de 2
& 4 M y se encuentran en una proporci‘n de entre 200 y 400 mil plaguetas/ml.

Para su estudio la plaqueta se divide en cuatro regiones distintas, cads una de ellas con
una fonciém especifica: 1) sona periférica; 2) sons sol-gel; 3) sona de crganelos y, 4) sona de
membrana. A su ves, cada una de estas regiones presenta estructuras de funcién también
espedifica.

Comwo en otras células, as plaguetas sstén formadas, en gran parte, de los componentes
oalulares, excepto de DNA. La energia la obtienen a partir de ATP, el cual se genera de la
degradacién de gluccss, de los &cidos grasos, de los aminodaidos plasméticos y del glucégeno
plaquetario.

Las plaquetas tienen como funcién principal detener ol flgjo sanguineo producido por un
traumatismo mediante la formacién de un cofgulo hemostétioco en un proceso conocido como
hemontasia, la cual involucra tres factoree interrelacionados (vascularee, plaquetarios y
plasmitioos) y dos etapas (hemnstasia primaria y hamostasia secundaris).

La agregacifn plaquetarin es una de las funciones principales de la hemostnsia y ee
quien controla e] sangrado cuando existe una lsaién interna o externa. In vitro, para que se
Beve a cabo la agregacién es necesario la presenca de agentss agonistas o inductores como
ADP, trombinsa o colfgena.

La diabetes es una enfermedad erénica y generalizada asociada con sheraciones de
carbohidratos, grasas y protefnss, manifesténdose con hiperglucemia, glucosuria, aumento en
1a degradacién de proteinas, cetosis, acidosis y aumento en las enfarmedades vasculares y
coronarias y su causa se debe a la deficiendia abscluta o relativa de la secrecién de insulina.

La diabetes también produce una serie de cambics hematolégicos, destacando los
cambios morfolégicos y funcianales en los eritrocitos, lencoditos y plaquetas, asf como cambios
on la visoosidad plasmética y sanguinea.



Fn diabotes las plaquetas presentan anormalidades en su funcibn debido a una
hiperactividad plagquetaria involucrads con factores patogénicos de las complicacionos
vasculares como: aumento en ¢l ntmero de algunce receptores, disminucién en la fluidez de la
membrans, glicacién del complsjo glicopretéico IIb/I1la, dimninusién de los niveles de AMPec,
incremento en los procesce de adhesitn, activacién, agregacién y liberaciém, asi como una
disminucién en la actividad fibrinolitica.

Varias sustancias como la heparina, el 4cido acetilsalicflico y otros anti-inflamatorios no
osteroidales han sido probadas como inhibidores de 1a agregacién plaquetaria. En este estudio
se presentan los resultados que se han cbtenido con L-arginina y poliaminas camparindose con
aquellos de insulina.



OBJETIVO:

Estudiar el efecto de L-arginina y poliaminas sobre la agregacién de
plaquetas aisladas de ratas normales y diabéticas y comparar este efecto con el
de la insulina..
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GENERALIDADES

La sangre como tejido es una suspensibn de oblulas difervnciadas producidas por las
oblulas hematopoiéticas no diferenciadas de la médula éeea y del sisterna fagoeitico
mwononuclear. Quimicamente, eatd compuesta de sustancias orgénicas (proteinas,
aminoécidos, enximas, carbohidratos, Kpidos, bormonas, anticuerpos y gases en disolucitm) e
inorgénicss (agusa y electrélitos como Nat, K¢, Ca*t, Mg+, Cl;, HCOs", PO¢" y 8O,

La sangre circulante eeté formada de elementos configurados (eritrocitos, leucacitos y
plaguetas) suspendidos en un fluido conocido como plasma. e} cual e altaments complejo.

El aist hematopoiético en e conjunto de érganca y tejidos que dan origen a las
océlulas sanguineasts.
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agregacién plaguetaria. La glicoproteina I, QF1, o Decssaria para la adhesion; las
glicoprotefuse II y Il son necesarias para la agregsciéa normal. Les glicoproteines
superficiales contienen moléculas de écido siflico, lo que properdions una superficie de cargs
negativa que, pov repulsién electrostitica, evita que las plaquetas se adhioran unse & otras o
al endotelic normal’, debido al grupo carboxilo del scido aislico y & los residuce deidos de los
swinedoidos de lae sialoglicoproteinas®.

La eapa exterior oo ol sitic de adhesién plaguetsaria y permanece antes. durants y
despube de la sgregaditn.

Unided do membrans

Le unidad de memabrana e una estructurs trilaminar que determins loe propiedades
de parmeabilidad, per lo que ¢s sosncial para la integridad de la plaqueta. Ko muy sensible 2
agentes tales come antibistaminicos, anestésioos locales, agetes quelanies, ssles on altas
bajas comcemiveciemes y agentss surfactantes loe cusles puedem produciz datics a b
momlbrens y o ls plaguata. Los eambice se caracterizan por la alierssitn ou ol semterso
superficial o por ua incremanto on la permeabilidad, producisnte hinchanén on la plagquetats,

La unided de mambrans eetf integrada de una bicapa foslelipidica sea preteines
transmembranales dispuestas al sxar. Las molécules de foslelipides, oo cuales estén
distribuides ssimétvicamente sobee los dow lados de la bicapa, som capaces de difandires
Lateralmsnte o logan o estar translecalisadas de un lado a otre fenéensnc Namade flip-flag).

Loa faskolipidos neutros (fosfatidiloolina, fosfatidiletanclamsing y esfingemsieding)
osidn covcentrades em la superficie externa, miwntras que los fosfolipides amidmiccs
(fosfatidileerina y foafatidilincsitol) ve localizan sobre la csps interma. Las molécales de
colesterc), localixades entre lay moléculas de fosfolfpidon, eetén solubilizadas por betagtes,

Las glisspreteinas integrales smbebidss en la superfics de la memivens estén
saumaradas del I ol IX de acuerdo a su migraciéa alectroforétics. Scm 8 prinsipales
gliosprotealnas, GFI & GFV, lss cuales poseen funciomes ensimdtioss, remplorss o
transportaderagts.

Otres impertante componsntes de la unidad de membrana ineuym s las
sndosnsimgs moembranales lae cusles estén involuwsdas en o] tramsperte a travie de -
membrans y en ol metabolismo de AMP cfclicos.



Region submembranal.

Constituye el espacio entre la unidad de membrana y la banda circunferencial de los
microtGbulos y contiene un sistema de elementos filamentosos compuestos de actina y
miosina (protefnas insertadas en la parte interna de la membrana plaquetaria)’é, Estos
filamentos son responsables para los cambios de forma producidos por agonistas como el
ADP, colégena y epinefrina y permiten a la plagueta a responder a sefiales direccionales por
1a prolongacién de pseudépodos.

La trombina incrementa la cantidad de filamentos de actina. La F-actina, la
miosina, los receptores de la membrana plasmética para las GPIIL/IIIa, el factor Vy el
fibrinégeno, estén unidos al exterior del citoesquelato de actina®.

La regitn submemhranal represanta una regién de transicién entre la sona periférica
y la zona sol-gel del hialoplasma.

Il ZONA SOL-GEL

La zona sol-gel comprende la matriz viscosa interna de las plaguetas; integrada de
protefnas ensambladas en los elementos fibrosos, esta sona eetsé constituida de 3 sistemas
fibrowos, los cuales difieren aélo en wu estado de polimerizacién, agregacién y localizacién
celulard®:

- Filamentos submembranales.
- Mierotibulos.
- Microfilamentos.

Microtitbulos

Los microttbulos constituyen el sistema citossquelético plaquetario localizado en el
plano ecuatorial por debajo de Ia pared celular; estdn compuestos de tubulina polimerizada
on un solo tubo pequefic de aproximadamente 25 nm de difmetro y enrollada para formar
una estructura cilindrica compuesta de 10-24 subfilamentos paralelos entre ef39.

La caracteristica principal de Jos microtGbulos es la de mantener la forma discoide y
dar motilidad a la plaqueta, déndole plasticidad y conformacién. El movimiento centripeto,
b tes de los grénulos, la contrsccién de peeudépodos y la retraccién
del cofgulo, esencial para el funcionamiento normal de la plaqueta, depende de los elementos

fibrosos de la sona sol-gel, Por seta rasén se considera esa sona una divisién morfolégica
separada, relacionada con la funcién contréetil.

Ins cicnes
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Debido a que los microtGbulos no ee pusden comtraer, la fuersa contréctil es
proporcionada por los microfilamaentos.

Microfilamentos

Deade ol punto de vista funciomal, los microfilumentos se consideran slomentos
esendciales dal mocaniamo contréotil. Ss encuentran en los pesudépodos y forman una
extensa red en la plaqueta®.

Los microfilamentos estén compueetos de actina y miosina, de proteinas contrictiles
similares a las quo se encuentran en ol mdaculo Lisot®.

I ZONA DE ORGANELOS

La zona de organclos se encuentra por debajo de los microtébulos, embebidos an «f
ditoplasma plaquetario. su distribucién es al asar cuando la plaqueta no eetd activada pero se
centran cuando ee llsva a cabo la activacién. Esta sons estf constituida por grénulos,
mitocondrias y particulas de glucégeno.

Grianulos

Los grénulos plaquetarios tienen la caracteristioa de ser numercece y son fuente
importante de sustanciae secretadas por las plaguetas. Sirven como sitio de almacenamiento
de protefnas y de otras sustancias esanciales para la funcién plaquetaris. Son redondos y
estén encerradoe en una unided de membranats. De acuerdo a su opadidad electrénica, los
grénulos se clasifican en 2 grupos:

- Oréoulos no densos.
- Grénulos « o grénulos verdaderce.
- Orénulos A o gr&nuloe lisosomales.
- Grénulos peroxisomales.

- Grénulos denscs.
- Grénulos 8 o iderosomas.

La composicién de cada uno de los grinulos se presenta en la tabla 1.

Loa grénulos a son los mds nuineroscs y son sitics de almacenamiento de protefnas.
Estas protefnas se dasifican en dos grupos: uno, protefnss similares a aquellas que
participan en la coagulacién; el otro, proteinas sepecificas de las plaguetas (Tabla 1). Todas
las proteinae de los grénulos @ scn secretadas cuando las plaquetas son estimuladas con
muchos agonistasa®ll. Se pionsa que loe grénulos a son liscsomas.

5



1ce grénulos A se encuentran on el lissoma y contienen enzimas hidroliticas o

lisosorales (hilh‘u]ﬂlll 4md

ilaulfat N

psinas y P-glucuronidasa) cuya fun:ion es

on loa ki

3

la de degradar t

ios y eliminar los desechos plaquetarion

durante el proceso de curacién do lus heridas. Muchas de estas enzimus son socretadas por

fuortes estfmulos y estén prosentes en membrunas do orfgen superficial o intracolulur. Lo
erfnulos A no ti rib ‘s, Los peroxisomas contienen Gnicamente catalasn.
Tabla 1. Clasificacién y contenido de los grénulos plaquetarics.
Gréanulos a Grénulos A Gré 8 Proteinas g 1 de
o verdaderos old J oid locelizacién descanocida
- Proteinas especificas de la plaqueta B-N-Hexosamina - Andones’ Endoglucosidasa
(de bajo peso malecular). Fosfatasa kcida ATP. Calagenssa.

Factar plaquetario 4 (PF-4). p-Glucurcridase. ADP 5-6Tosthdiesterasa

§-tramboglobilina (B-TG). oy B Galactosidasa GTP Proelastasa y elastasa

Proteina bésica ay B Frucosidasa GDP. o Macroglobulina.
- Factor mitogémnico. a-Arabinosidasa Ortofoafato.

Factor bactericida. B-Glicerofoafatass Pirofosfato

Factar de permeshilidad vascular o-Aril-sulfatasa. - Cationes

Factar quimiotéctico. Catepsinas.. Calcia.
- Pactores de coagulacién Serotornna

Factar V.

Factor VIII
- Ghmpmuinu {de alto pesa malecular):

pondina (prot. ble ala
Lromblxm)

Fibronectina

AlbGmina.
- Otras proteinas:

Inmunoglobulina G (IgQ).
Osteonectina.

Loa grénulos 8, siderosomas o cuerpos densos son electrénicamente més opacoce

debido & mu contenido de calcio y pirofosfato, ademss de ADP, ATP y serotonina¢ii,

8u

tamafic es de aproximadamente 656 A de difmetro y contienen, ademss, particulas de ferritina

(por contensr hierro).

Durante la transformacién interna que oourre después de la exposicién a agentes de

agregadaén, los cuerpos densos se mueven hacia el centro de} aitopl

ot A

La tr

de los granulos en cuerpos densos estd relacionada a al liberacién de serotoninats,
El ADP de los cuerpos densos se conoos como la reserva no metabélica del ADP para
distinguirlo del ADP metabélico citoplasmético*.

9]
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Mitrocondria

La mitocondria plaquetaria es m#s simple en estructura y menor en afimero.
Participa en ol dopéeito metabélico de ATP blog do la glucblisis aerébica sin afectar los
niveles de ATP plaquetario o las funci celulares que requisren enorgia.

La mitocondria plaquetaria Hegn a ser mfs opaca a los electrones durante la
metamorfoeis viscosa y desarrolla predpitados similares a los depisitos de metales pesados.
Ademés de su actividad metabélica, la mitocondria puede funcionar como depéeito de caleio
similar a la de la mitocondria del mtaculo liso. La mitocondria es fécil de identificarla por

sus caracteristicas de doble membrana?.

Las particulas de glucégeno se tran en relativamente grandes y son la

forma de almacenamiento de la ghucosa.

Existen, ademés, unce grinulos que son mis densos y més grandes que los anteriores
Damados grénuios muy d (very d granule, VD@). ¥l contenido de estos grénulos

rodeados de membrana tienen una posicién més o mencs excéntrica, dejando un espacio

ancho que parece vacio.

IV SISTEMAS DE MEMBRANA

Constituyen la cuarta sona estructural plaquetaria y esté integrada por doe sistemas,
el sistema canalicular abierto a la superficie y el sistema tubular denso. Eatos dos sistemas
so fusionan al citopl para formar ocomplejoa de membrana que son importantes
reguladores en las concentraciones de caleio intracelular que a su vez regula el metabolismo
plaquetario y la activacién.

Sistema canalicular coneciado a la superficio

El sistema canalicular consiste de complicadas invaginaciones de la pared celular
(superficie de la membrana), en el interior de la plaqueta, a través del ditoplasma, en forma
de serpentina. Las canaliculas inerementan el drea superficial total de las plaquetas
expuentas al pl ¥ proporci una ruta para las sustancias quimicas y partfculas para
alcanzar los h més prafundo de 1a cSlula. Sirven como conductos para transportar las
sustancias secretadas por grdnulos plaguetariosds,

Las membranas canaliculares estén dotadas de microfilamentos ordenados en forma
circular y longitudinal, los cuales constituyen parte del citoesqueleto de la plaqueta‘s.
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Durante Ia agregacién y liberaci6n, estos fil ton parecen unir diferentes conponentos del

sistoma.

L.as cbservaciones de quo el sistoxna canalicular permanecen durante todo el proceso
de cambio de forma, transformacién interna, contraccién, adhesién y agrogacién, sugieren
que los canales pueden servir como conductos para las sustancias expulsadss por la plaqueta

durante la reaccién de liberacidnés.

Las vesfoulas y las estén tes on las plaguetas ya que en realidad son
componentes del sistema canalicular.

Sist tubular d

Este sistema ee origina a partir del retfculo endoplésmico rugoso de loe
magacariocitos y sirve como sitio de almacenaje para los iones calciot?. Ests constituido de
una red de canaliculas estrechas localizadas en el interior de los microtabulos, pero también
eatd disperso entre otros elementos de} citoplasma.

Eate organelo se caracteriza por contener una iscenzima de peroxidasa, considerada
como espocifica de la plagqueta®s. Un inhibidor de eata enzima, el 3-amino-1,2,4-triazol, tiene
ofectos sobre la agregacién plaquetaria, similares a low que produce la aspirina, bloqueando
la safntesis de prostaglandinas y la segunda onda de agregacién inducida por agentes
agonistas como ADP o coldgena.
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. Lisosoma
Sistema canalicular
conectado a la superficie Glucégeno

Cuerpos densos

Granulos c Microfilamentos

Sistema tubular denso

Figura 1. Caractoristicas ultraestructurales de la plaqueta. El gli Jix y la membrana
integran la zona periférica; la zona sol-gel incluye microfilamentos y microtibulos asociados
mientras que los cuerpos densos, los grinulos «, los linosoman, los grinulos de glucégeno y la
mitocondria ostdn embobidos on una matrfz citoplasmética. El sistoma tubular denso y el
sistera canalicular conectado a la superficie son componentes de los sistemas me!
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COMPOSICION Y BIOQUIMICA PLAQUETARIA

Las plaquetas son uns poblacién heterogénea de fragmentoa citoplasmdtiocs cuyo
volumen owdila entre 5 y 12 pm® y estén formadas en gran parte, de los componentes
ocelularen, oxcepto de DNA. El glucégeno, el nudleétido de adenina, protefnas, aminoscdidos
entre otros, se encuentran distribuidos de forma heterogénea en las plaquetas. Si so llegara
2 ocupar la poblacién total plaquetaria, habria 140 mg. de proteina o 0.78 x 10! plaquotas por
gramo de tejido hmedo o por ml. de plaquetas concentradast ‘s,

Las plaquetas no utilizan energia para sintetizar macromoléculas debido a que su
metabolismo es io para te a las plaquetas no estimuladas, y para dirigir la
respuesta hemostética en plaquetas estimuladas.

La» plaquetas realizan una serie de procesos bioquimicoe que se realizan en el
momento de su estimulacién; ostos procescs incluyen glucblisis y gluconeogénesis, dialo de
Krebs, fosforilacién oxidativa, translocaciém de caleio, fosforilacién de protetnas, liberacién de
araquidonato, etc. La inhibiciénm de la respuesta plagquetaria estd asocinda con la

estimulacién de otros procesos bioqufmicos que no intervienen en plaquetas estimuladastt.
164,

PRODUCCION DE ENERGIA

Cuando las plaquetas no son estimuladas utilizan energia a partir de ATP, el cual se
origina, a s vex, do la degradacién de la glucosa, de los kcidos grascs, de los aminodcidos del
plasma y del glucégeno plaquetario. En plaquetas estimuladas, la produccién de ATP se ve
incrementada por la gluclisim, gluconeogénesis y la foeforilacién oxidativa.

La estimulacién plagquetaria activa una casacada de transduccién de sefiales que
requioren de una gran cantidad de ATP para mantener los niveles de QTP y la foaforilacién
del 1,2-diacilglicerol y proteinas.

CARBOHIDRATOS

En plaquetas, el contenido de carbohidratos es de 25 mg/10!! plaquetas o 1.9% del
peeo hitmedo. Lo carbohidratos plaquetarios estén compuestos de poli- y heterosacéridos.
El glucigeno constituye el 40% de carbohidrato total y se encuentra en forma particulada.
La hexceamina plaquetaria esté distribuida en un 75% en glicoprotefnas y 25% en

glicosaminoglicano. La glucosamina es la principal hexoenmina, componento de la
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glicoproteina plaquetaria, mientras que la galactosamina constituye ¢l 96% de los
aminoaxticares de los glucosaminoglicancs (Tabla 2).

Tabla 2. Carbohidratos plaquetarioce.

mglg pmoles/g
Carbehidratos. 19.40 .-
Glucégeno. 5.38 31.10
Otras hexosas®. 10.10 .-
Pentosas®. 1.46 --
Qalactosamina, 5.63 33.10
Acido sifilico. 1.80 5.98
Acido urénico. 0.35 1.78
Glucosamina. 0.23 1.29
Acido ldctico. 0.176 1.96
Acido pirGvico. 0.018 0.209
Qlucosa -6-fosfato 0.018 0.070
Glucosn-1,6-difosfato. 0.032 0.089
a-Glicerofosfato. 0.083 0.194

* Carbohidratos monoméricos presentes: galactosa, ma-
nosa, fucosa, ribosa, cido glucorémioo!®.

Las plaquetas son ricas en glucosidasas dcidas y arilsuifatasas, enzimas necesarias
para el metabolismo de glicoprotefnas y glicosaminoglicance. Diversas glicosiltransforasas se
encuentran en el citoplasma plaquetario y se cree que participan en el metabolismo de
glicoprotefnas.

Fl 4cido siflico plaquetario estdé constituido de fcido N-acetilneuramsnico. El
tratamiento de las plaquetas intactas mediante neuraminidasa libera el 60% del fcido siflico
total, lo que sugiere que no todo el 4cido siflico estd disponible para la accién enzimftica, o no
se encuentra en la superficie plaquetaria. La estructura de los grupos sial en las
glicoprotefnas plaquetarias parace estar controlada por sialil-transfereasas especificasss,

Las plaguetas pr tan un metaboliamo de carbohidratos activos y contienen las
enzimas do los ciclos de Embden-Meyerhof, fosfatos de pentosa, glucoliticas y
gluconsogénicas y, del diclo de Krebs; ademss, necesitan un aporte constante de ATP. la
agregacién plaquetaria coincide con la estimulacién de los fosfatos de pentosa, seguida de un
aumento on la actividad del ciclo de Krebe.
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In vitro, la gluctlisis y gluconeogénesis son dos rutas motabblicas presentes en las
plaquotas. 8u flujo depende del oxfgenoc y de la glucosa extracelular disponibles.

La glucblisis anaerébica implica la degradacién de la glucosa-6-foefato a lactato. La
ghucosa-6-fosfato se origina en las plaquetas por dos mecanismos: 1) fosforilacién por
hexoc de gh transportada a través de membrana o, 2) conversién de la glucosa-1-
foefato a partir del glucbgeno.

Las plaquetas transportan glucosa por un macanismo por el cual también
transportan otros azGcares como fructosa, manosa, galactosa, ribosa y arabinosa.

Toda la glucosa que entra a las plaguetas ee fosforilada a glucosa-6-foefato por ATP y
hexocinasa. Bu conversién en lactato involucra 10 remcciones catalizadas por enxzimas
especificasite,

La glucosa-6-fosfato tumbién es metabolizada por Ia via de fosfatos de pentoaa. Esta
ruta produce COs y NADPH y mantiene al glutatién en forma reducida.

El glucégenc es el principal polisacfrido plaquetario, el cual contiene la enzima
reguladora para su formacién, la glucégeno sintetasat’.

Bajo condiciones aerébicans, el piruvato originado de la ghicélisis es oxidado a COs y
Hs0 en la mitocondria plaquetaria por el ciclo de Krete. El ciclo de Krebs, ciclo del dcido
citrico o ciclo de los 4cidoa tricarboxfilicos consiste en una serie de reacciones que oxidan el
grupo acetilo de la acetil CoA a dos moléculas de COs mediante la presencia de 8 enzimas y
con la formacién de tres moléculas de NADH y FADHs y una molécula de GTP para
conservar la energia libre y generar ATP.

En ol transporte electrénico, la energia libre de la transferencia de eloctrones de
NADH y FADH; a Ogs estf acoplada a lu sintesis de ATP.

En la forforilacién oxidativa, la sintesis endogéna de ATP a partir de ADP y Pi en la
mitooondria, es catalizada por la ATP sintasa la cual es dirigida por el transporte electrénico.
Al final de todo el proceso habr4 una liberacién de 38 moléculas de ATP.
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PROTEINAS

Las protefnas son el principal componente de las plaguetas y representan el 24% del
peso htmedo o 180 mg/10!! células. De acuerdo a eu funcién y localizacién suboolular, lae
proteinas plaguetarias se subdividen en:

- Proteinas estructurales (del citoesqueleto).
- Protefnans almacenadas en los grénulos (secretables).
- Glicoproteinas.

Proteinas estructurates (del citoesqueleto)

Las plaquetas fueron lan primeras estructuras no musculares que presentaron
protefnas contrictiles como os la actinomiosina (trombostenins).

La actina es la protefns més abundante en las plaguetas; es un polipéptido que forma
una doble helice, que polimeriza a actina F, la cual contiene una mol de ADP por monémero
de actina y estimula la actividad ATPasa de la miosina.

La actina s6 encuentra en dos formas diferentes en la plaqueta: isoxzimss § y 7 .

Ademdés, la actina se puede encontrar en varios niveles de organizacién: en plagqutas
activadas se pr tan microfil toa de actina F. La actina Q puede polimerizar a actina
FA.

Exirten dos proteinas que forman complejos con I actina G, 1a gelsolina, dependiant
de iones calcio, y la profilina, que interactGa con la actina Q. Existen protef cuya funcién
ee la de anclar a la actina a In nombrana, es el caso de la filimina.

La miosing es una proteina compuesta de 6 cadenss polipeptidicas organizadas en 3
pares idénticon; 2 cadenas son d inad d das teniendo un dominio globular

4

(cabeza), y un dominio alargado {(cola). los otros doa pares son polipéptidos més pequefios
d inadoe cadonas ligeras. Cada una de las cabezas tiene un sitio de unién para la actina
F y sitios enzimético pars 1a hidrélisis de ATP a ADP y Pi, estimmulado por Mg®* o Ca*,

La miosina estd pr te en el citvesqueleto plaquetario e incrementa durante el
cambio de froma inducido por el fric o por los deferentes agentes agonistas.

Los microtibulos eatén constituidos de tubulina polimerizada, protefna de alto peso
molecular, denominadas proteinas accesorias de los microtibulos. La tubulina ests unida a
la membrana plasmitica de la plagqueta y su funcién es mantener la forma discoide la
Gatanidide,
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Proteinas almacenadas en los granulos

Todas la protefnas de los grénulos a son secretadas cuando las plaquetas son
estimuladas por muchos agentes agonistas. Fn la tabla 1 se presenta el contenido de cada
uno de los grénulos plaquotarioe (Tabla 1).

Existen proteinas ospecificas de las plaquetas como el fuctor plaquetario 4 (PF-4 o
antiheparfnica) quo forma complejos con los glicosaminoglicanos y tiene alta afinidad por la
heparins; la 8-tromboglobulina (B-TG), de baja afinidad a 1a heparina y la proteina basica.

Los grinulos o también contienen los factores de coagulacién como es el fibrinégeno,
el factor V o el factor VIII, siendo el primero la principal protefna plaquetaria.

La presencia de proteinas catitnicas del extracto dcido de los grénulos u proporciona
actividades fisiolégicas distintas y me cree que estfn asociadas con entidades bioquimicas
coro el factor de permeabilidad, el factor mitético (o de crecimiento plaquetario) y el factor
quimiotdctico. Otras proteinas, los factores de crecimiento, son secretadas de los granulos «
como factores de crecimiento plaquetario!?,

Glicoproteinas

Existen don tipos de glicoprotefnas plaquetarias: 1) glicoprotefnas localizrdas en los
grénulos a y, 2) glicoproteinas como componentes de la membrana. Las glicoproteinas
localizadan en los grénulos o son doe: la trombospondina (protefna Q o protefna sensible a la
trombina) es una glicoprotefna elipsoidal y ests compuesta de tres subunidades idénticas
unidas por enlacos disulfuro; y la fibronectina, que es secretada cvando las plaquetas son
estimuladas o activadas. Las glicoproteinas ocomo componentes de membrana se

mencionarin posteriormente.

ENZIMAS

Las hidrolanas Acides son enzimas que degradan materiales en los lisosomas
secundarioe. Muchas de estas enzimas son secretadas de las plaquetas por fuertes estimulos

(Tabla 3) durante la coagulacién y sus niveles en suero son superiores que en el plasmatse,

Bioquimicamente, las plaquetas son capaces de incorporar aminoficidos en las
proteinan plaquetariae. El grado de sintesis ee pequefic comparado con otros tejidoe.

La estimulacién plaquetaria esté acompafiada por una fosforilacién, polimerizacién e
hidrélisia (protetlisia) de varias proteinas. La fosforilacién se llova a cabo sobre la cadens

13
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ligera de la miosing scbre sus rosiduoe de serina, sobre el sustrato de la protein cinusa C,
PKC, que requiere de caldio y, sobre la protefna unida ala actina.

La presoncia de grupoe -SH (tiol) de las proteasss plaguetarias ow importante para su
actividad proteolftica.

AMINOACIDOS Y PEPTIDOS

La taurina es uno de los aminoécidos contenidos en la plaqueta y equivale al
contenido total del resto de los aminoécidos (21pumol/g). Otroe aminoécidos presentes en
concentraciones importantes son fcido gluifmico, dcido aspértico, serina y glicina. La
cisteina, histidina y metionina se encuentran sélo en cantidades traxas.

Las plaguetas son ricas en glutatién reducido para proteger a las plaguetas del
“stress” oxidante. Cerca del 90% de la arginina en sangre circulante esté asociada con las
plaquetas.
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Tabla 3. Enzimas plaquetarias

Via de Embdon-Meyerhof y onximas relacionadss:

Glucsgeno-fosforilasa
Fosforiluse cinase
Hexoctnasa
Fosfoglucomutase
Fosfohexosa isomerasa
Aldolasa
Tricsefosfato-isamerase
a-Qlicercfoalato-dealtddrogenasa
Gliceraldehido foufato-dentdd

Posfusos do pentosa:
Glucosa-8-fosfato deshidrogenasa
6-Fosfoglucanato deshidrogenssa
Transcetolasa

QGlutatitn reductasx
QGlutatitn perondesa
Catalasa

Gluconeogbnesis:
Gluchgeno sintetasa
Fructosa-1,6-difosfatasa
Glucoss 8-fosfatasa
Piruvato carbaxilasa
Fosfoenalptnuvato ercbosudnasa

Lisovomales o hidrolnsws écidas:
Posfatases &cides, slcaliras y noutras
Leuciny aminopepti dasa
Catepeinas
f{epddmn de variss especiicidedes

exocidases de varizs ifictdades
Anllsulfatasa eepecifat

Elastases
Colagenasa

Acetil coenzima A carboxilssa

Sintetasa de fcidos grasce

CTP. diacilglicercfosinto-citidil trasferasa
CDP-digliokrido: mioinositolfostatidil transferase
Fosfatase del fdico fostatidico

Lacitiness

Fosfolipasa As

Diglicbrido cinasa

Ciclo-oxigenase (PQ sintetass)
Lipo-oxigenssa
Fosfolipasa C

Metabaolismo do nucleteidos y nuclettidos:

Adentlato cinusa
Admﬂlw ciclasa
1l inato-«i

foaforribomd -
Ad ribosil tr

Adencein cinesa
Adenocsin dearninase
Adencsin trifosfatasa
Trombostenina
Na.-K ATPssa de la membrana
Adenilsucrinato lissa
Deamtinasa del &cido aderdlico
Fasfxribomutass
Fdrnhd]plm“w sintetasa
Fostorrib

Mmtahali de In "

Aleohal deshidrogensia
Aldehido deshidrogenasa
Monoamtnooxidasa

Hmhnn:phqud.m-

frafats drshid

Acedlmlh\n esterasa
Actdo Nmnlmunmtmao trasaferase

Glucostl transfrrase

Glutatién reductase
Na-K-ATPasa

Neuraminidass

Nuelade!dn foafadi clcitca
& -Nuclecsidasa

Ensirons verias

PGEs, PGDs, PGF eintetase®
Q8H peroxidasa*
Mano y diglicérido lipasa®

* Enximas perteneciemtes al motabolismo tiphdioo!™,
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Las plagquetas por contener aminodcidos contienen aminotransferasas y producen
amoniaco durante un prolongado almacenaje, lo que sugiere que estas oblulas metaholizan
4cidos. Los aminoécidos no participan en la produccién de ATP!6s,

NUCLEOTIDOS

Las plaquetas contienen le6tidos solubles en Acidos, de bases paricas (adenina
80%, guanina 12% e hipoxantina 3%) y de bases pirimidicas (uracilo 1% y citosina 4%), y
esién prosontes con ol correspondiente di- o trifoafato.

Dos terceras partos de los nucleétidos no participan en el metabolismo pero estén
almacenados en Jos grénulos donsos en un depéeito especial oconocido como”depésita
metabSlicamente inactivo de adenina”. El resto de los nucleétidos participan en el
metabolismo plaguetario y constituyen el “depéeito metabélico”.

Loa nucleétidos en loe grénulos d e tran como complejos de alto peso

molecular con cationes divalentea, lo que explica por qué los grinulos son csméticamente
eatables, debido 2 una concentracién de nuclestidoa 100 veces més alta que ¢n el citoplasma.
Otros nuclebtidos que e encuentran en las plaquetas son diadencsin tetrafosfato
(Ap«A) y diadonoain trifosfato (ApaA)i3isa,
Loe nucledtidos de adenina son loa més abundantes en las plaquetss. Las plaquetas
sintetizon estor nucleétidos de novo, pero no presentan una ruta que loa conserve, ow decir,
mediante la presencia do basss preformadaa.

MINEBALES Y VITAMINAY

Lan plaquotes son capaces de mantener estables los gradientes catiénicos a través de
la membrana plasmstica, aunque el camhio con estos gradientes, por ejemplo de Na* y K+,
son importantes on la traduccién de sofinles en plaquetas activadas.

Kl bowbeo del gradiente catibnico requiere energin (ATP) que es modulado por la
ATPasa estimulada por Na*-K* sobre la xnembrana plaquetaria. Las plaquetas ccutionen
20.3 umol Ca/101! células, del cual, el 60% es secretado y e encuentra en los grénulos densoa
(Tabla 2). El contonido de K* y Mg** esde 6 y 130 umoles/10!! oélulas, respectivamente; estos
iones no son secretadoa ni reducidos.

La presencin de féaforo en los grénulos d da con las itraciones de
ATP y ADP. Eatos grénulos también contienen pirofosfato inorgénico inactive, el cual oa

secretado. Elselenio y cobre se encuentran en grandes cantidades en la plaqueta 13.13

Las plaguetas contienen altos niveles de vitamina E, sustancia que influye en la
fluidez de la membransa in vitro. El a-tocoferol y otros antioxidantes tienen accién sobre la
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agrogacién plaquetaria inducida por 4cido araquidénico, probablemente por la inhibicién de
la sfntesis de tromboxanos. El 4cido ascbrbico y la vitamina Bis también estén pr tes on
la plaquetalla,

SEROTONINA

La capacidad de unir, transportar y al nar serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-
HT) ha hecho de las plaquetas un médulo de gran importancia para las neuronas. Toda la
serotonina sanguinea estd presente on las plaquetas, en las cuales la amina estd almaconada
en los granulos densos. Laa plaguetas no sinteti serotonina, pero la absorben do las
células enterocromafines del intestino.

Existen dos sitioa de unién de la serotonina sobre la superficie plaquetaria: un
recaptor 83 que transporta las sefiales para la activacién plaquetaria y, los transportadores
de serotonina a través de la membrana plaquetaria; estos transportadores se unen a los
antidepresivos tricfclicos de manera competitiva.

El transporte de serotonina a través de la membrana, es un proceso activo que
requiere de Cl-, K* y Na*, mientran que el transporte a travée de la membrana de los grénulos
densos se realiza por un gradiente proténico (interior fcido) proporcionado por una ATPasa y
una bomba de hidrégenc. El transportador de serotonina une reserpina.

La seorotonina puede actuar como un agonista débil de las plagquetas por la
interaccién con los raceptores de la superficie (12,12a).

COMPONENTES DE LA MEMBRANA

Todans las membranas estfin constituidas de lipidoe (foafolipidoa) y protefnas; ademds,
la membrana plasmitica contiene receptores de glicoprotefnas.

La membrana plaquetaria consta de dos capas externas que contienen protefnas; y,
una caps interna que sélo contiene una bicapa lipfdica.

La membrana estd constituida también por carbohidratos como glicosa, galactosa,
manosa, hexosaminas, fucosa y dcido sidlico y la superficie de la membrana presenta una
carga negativa, la cual es eliminada por la neuraminidasa, debido al 4cido sislico.

Lipidos

La membrana plaquetaria es una lipoglicoprotefns. Los lipidos constituyen el 3% del
peso himedo; el 80% de estos son fosfolipidos y el 20% restante son lpidos neutros, los cuales
constan de colesterol libre el cual fluye en la viscosidad de la membrana junto con la
vitamina E, entre los fosfolipidos internoe y extermos. ILos fosfolMpidos plaquetarics son
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foafatidilcolina, foafatidiletanolumina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y esfingomielina.
fcido fosfatidico y lyso-fosfatidileolina se encuentran sélo en pequefias cantidades.

Entre los fcidos grasos, el diacilglicerofoefolipido ee ¢l més importante. También se
encuentran cerebrésidos, ganglideidos y glicolfpidos neutros.

Fl araquidonato es el precursor de los eicosancidee sintctixados durants la activacién
plaguetaria y se almacena como forma estratificada en fosfatidiloolina y fosfatidilinositol.

Los fosfolipidos individuales estén asimétricaments distribuidos entre las dos capas
de la membrana plaquetaria (fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidiletanclamina en la
parte interna y, la esfingomielina, en la parte externa).

La lipoproteina es liberada durante la agregacién plaquetaria en doe fracciones: una
sedimantable y otra no sedimentablei&isa,

Glicoproteinas y receptiores

Existen al menoes 30 glicoproteinas (GP) en la membrana plasmética plaquetaria,
pero solo § son de importancia. Se les identifica con nimerce roxnancs, el cusl inerementa
oconforme disminuye su peso molecular. Las glicoproteinas plaquetarias son conocidas
comftnmente conw integrinas y funcionan como receptoras, cada una con su propia
especificidad para una o més proteinas de la matriz extracelulari®.

La membrana plasmética contiene receptores para la activacién plaquetaria y
agonistas inactivadores; estos Gltimos operan a través de la estimulacién del adenilato
ciclasa.

La QP Ib es el receptor plaquetario para la trombina y para el factor von Willebrand
(Vwi) por eetimulaci6én con ristocetina.

La GPIIb es un péptido que se une a la GP Ifla por enlace dependiente de caldo.
Este complejo, conocido corne GP IIb/IiIa, es ol complejo més abundante de las glicoprotefnas
plaquetarias y farma el receptor plaquetario para el fibrinégeno y también para el factor von
Willebrand?1%, Mediante estudios inmunolégicos, el complejo IIb/IT1a ha demostrado ser el
receptor del fibrin6geno, importante an la agregacién y adhesién plaquetaria.

La GP V ee una cadena sencilla la cus! ee hidrolisada an la superficie plaquetaria por
trombina. La GPIa se utiliza como un marcador para la activacién plaquetaria in vivo,
mientras que la GP IV (GP IIib) es una proteina resistente a muchas proteasasiss,

La plaqueta presenta receptores de insuline, los cuales han sido identificados
medisnte técnicas de inmunoprecipitacién con anticuerpos monoclonales y utilizando
insuling-1%] y fluorescefna-isotiocianato.
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El recoptor do la insulina en una glicoprotefna localiaada en la mewbrana
plaquetaria; esth compuesta de dos subunidades @ (p.m. 135,000) y doe subunidades § (p.m.
97,000), unidas por puentes disulfure. La insulina unida a la subunidad ¢ activa al receptor
de la tirosina cinasa, quién realiza la fosforilacién de la subunidad §. De estos estudics, el
ntiumero de receptoroa de insulina ha resultado ser de 25 sitios/um? en el rea superficial de
la plaquetal.

FUNCION PLAQUETARIA. LA HEMOSTASIA

La homostasia es el proceso que detiene el flujo sanguineo de los vasos, bajo presién,
on decir, se detienc la hemorragia producdida por un traumatismo de un vaso pequefio sin
compromoter la fluidez de la sangre e involucrando la interaccién de vamos sanguinecs y
ph“emlv,m.

Las plaquetas participan en la hemostasia mediante la formacién dol codpulo
hemoatético, proporcionando una superficie para el ensamble de proteinss complejas,
responsables en la generacién de trombina.

La funcién plaquetaria se relaciona con su papel mecinico y quimico en ls hemostasia
v en la reconstitucién de loe vasos. Las plaquetas son fundamentales en la coagulacién
debido a que suministran un fosfolipido esencial’, que activa al fibrin6geno para la formacién
de fibrina%. Otra fundién de la plaqueta es promover la reparacién tisular después de una
lesi6n.

La hemostasiu ea ol resultado de tres factores interrelacionados’®:

1) Factores vasculares, donde se levan a cabo reacciénes intrfnsecas en los vasos
sanguineos.

2 Factores plaquetarios, celulares o extravascularee, donde se realiza la hemoetasia
primaria.

3) Factores plamméticos o humorales, donde me forma la fibrina, producto finul en el
proceso de la coagulacién.

Asf, la hemostasia ocurre en tres procesos que correspoenden a dos etapay y en las
que intervienen low factores arriba sefialadoe8.19.%0;

A) Homostasia primaria o temporal.
B) Hemostasia secundaria o permanonte.

1) FACTORES VASCULARES.

En loa vasos sanguineos, en condiciones normales, la sangre es continua y no

reacciona con las células endoteliales que se tran for do una barrera en contra de
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las macro y micromoléculas, produciéndose cambios metabélicos que dependen de la rapides
del fluido y del grosor de la pared®.

La constriccién de los vasos dafiados, seguida de una herida, constituye una forma de
defensa hemostética en animales inferiores. Esta vasoconstriccién es producida por reflojos

autonémicos (nerviceos) asi como por la secrecién. Es por esto que 1a triccaén pued

ser refleja o seoundaria; la primera se caracteriza por ser inmediata y consecutiva al
traumatismo vascular. La secundaria es de caracter hormonal y releva a la anterior; es
producida por la adrenalina, noradrenalina y serotonins, las cuales son transportadas por las
plaquetas cuando se encuentran fijados a las células endoteliales reduciendo el sangrado; no
o8 ria la v triccibn para que la hemostasia ocurra, pero si es critica para evitar

que la sangre salga del vaso, principal te de las arterins®.

2) FACTORES PLAQUETARIOS.

Seguido al dafio lar, las plaquetas se adhieren a estructuras subendotelisles,
particularmente a fibras de colfgena, sin que interaccionen entre of (Fig. 2 adhesién
plaquetania, paso 1). Este fenémeno produce la activacién bioquimica de las plaquetas,
sintetizdndose prostaglandinas y tromboxanos (paso 2), activindose el sistema cantréctil
plaquetario, fenémeno en el que se manifiesta 6} cambio de forma de la plaqueta de forma
discoide a esforas espiculadas, y por la secrecén de sustancias almacenadas en los grénulos
plaquetarios (paso 3-8). Las plaquetas activadas legan a adherirse entre of para formar
codgulos cuyo tamafio incrementa progresivamente (agregacién plaquetaria, paso 4). El ADP
liberado por las plaquetas o del tejido dafiado es el factor principal en la iniciacién y
propagacién de este proceso. La hemostasia permanente requiere de la presencia de fibrina,
producto final en el procoso de coagulacién (pase 7).

Las plaquetus juegan papeles bioquimicoe importantes en este complejo proceso
(accién procoagulanie de las plaquetas, paso 6). La fibrina on ol codgulo plaguetario
disminuye la permeabilidad e incrementa la barrera hemostdtica. Por Gltimo, la fibrina en 6l

cofigulo permanente sufre una retraccién, como resultado de otras funciones plaquetarias
aspecifican (retraccién del codgulo, paso 88031,

En resumen, en la formacién del cofgulo hemostético se leva a cabo una secuencia
especifica de eventos como son adhesion, activacion, agregacion primaria, secrecion,

agregacion secundaria, accion procoagulante y la retraccion del coagulo?®.
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Adhesion plaquetsria.

La adhesion plaquetaria ocurre cuando la plaqueta se adhiere al endotelio por
diferencia de cargas. El endoteliv prosenta una carga negativa, pero al verso dafiado cambia
su polaridad volviéndose positivo; la adhesién sucede porque ls plagueta prosonta una carga
nogativa por la presencia de Acido sidlico y a un pronunciado glicocalix (glicoprotofnns y
proteoglicanoe).

La adhesién es el primer evento en la formacién del tapén hemostitico primario y
sirve como un importante activador plaquetario. Deepués de que el endotelio ha sufrido
dafio, las plaquetas se liberan de los vasos ¢ inmediatamente se adhieren a las fibras do
coligeno expueato sobre la pared vascular 8139, Las plaguetas se adhieren mediante fuerzas
de deslizamiento al subendotelio, for do una monocapa, sufriendo un cambio de forma y

omitiendo pseudépodos cuando se activants,

La adhesién plaquetaria es un proceso que involucra estructuras subendoteliales,
factores fisicos, protefnas plasmiticas y receptores plaquetarios. El subendotolio osts
constituide de colfgena, tejido oldstico (elastina y microfibrilles), protef: no oolagéni
(amwinina y fibronectina) y glicosaminoglicanoe (sulfato de heparsn, sulfato de dermatén y
4cido hialurénico) 2%,

Las bases bioquimicas sobre la adhesién plaquetaria no han sido establocidas con
certeza. Una teorfa atribuye la adhesién pl ta-colbigena a la for ién de un complejo

PRy 4

enzima-receptor, entre la glucosil transferasa de la colégena de la membrans plaguetaria y
los residuos completos de los hotorosacdridos (galactosil de colégena). Otra teoria sugiere
que la unién plaqueta-coligeno se debe a la fibronectina, que es sintetizada en el endotelio,
almacenado en los grénulos a y liberada durante la activacién plaguetaria®.

La adheeién de la plaqueta a la colégena requiere de la conformacién de la triple
hélice de la coldgena debido a la presencia de cationes divalente como Mg** 0 Mn** (el Ca** es
inhibidor). También se debe a la estructura primaria de los aminoficidos y a su porcién de
carbohidratos del colégeno 31833,

Para que las plaquetus tengan contacto y se dispersen sobre el subendotelio,
requisren del factor von Willebrand (vWf) el cual presenta dos sitios de unién: uno para la GP
Ib y otro para el complejo GP Mb/IIIa %1% (Pig. 3). La unién entre vWfy la GP Ib no
requiere de cationes divalontes pero estos cationes se requisren para la unién entre ol VWf y
el complejo GP Ib/Illa. La caroncia de vWf o de lIa GP Ib ocasiona una incapacidad de la
plagueta a adherirse (enformedad de Bernard-Boulier y enfermedad de von Willebrand).
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La adhesi6n plaquetaria al subendotelio se debe a la formacién de endoper6xidos de
prostaglandinas y tromboxano As , (TX As), y a la liberacién de ADP plaquetario®,

Las plaquetas se adhieren a matrices extracelulares durante la hemocetasia y
trombosis. Ademis de prosentar receptores para integrinas, las plaquetas presentan sobre
»u superficie recoptores no integrinicos para algunas protefnas de matriz celular como GP
Ib/IX, un receptor para el vWIy la GPIIIb. Las plaquetas también expresan moléculas en la
adhesién célula-célula como las PECAM-1, las cuales promueven la adhesién plaquetaria
entre sf y entre las células endoteliales y, lae PAGDEM 0 GMP-140 (receptores de la familia
de las selectinas) que reconocen los carbohidratos sobre la surperfice de lencocitos!®.

Activacion plaquetaria

La adhesién de las plaquetas a las fibras de coligena desencadenan cambios
morfolégicos y funcionales en la plagueta conocidos como activacion. Las plaquetas
activadas presentan tree caracteristicas:

- Cambio de forma.
- Desarrollo de receptores superficiales.
- Cambio en la orientacién de los foefolipidos de la membrana.

La primera caracteristica de la activacién plaquetaria es el cambio de forma, una
transformacién de oélulas discoides a eeferas con proyecciones espinosas en la superficie. En
dichas proyecciones (pecudépodos) se forman los microfilamentos por polimerizacién de las
moléculas de actina. Estos pseudépodos ayudan a incrementar la posibilidad de contacto
entre las plaquetas, permitiéndolas adherirse unas a otras. La transformacién de la
plaqueta incrementa el drea superficial mientras que disminuye la repulsién electrostética
debido a que la carga superficial disminuye?®.

Esta caracterfstica esté asociada con la contraccién de Joe microtiibulos marginal

situando a grénulos y organelos en un frea pequefia del centro de la esfera y formando

pseudépodos.  Se cree que el mecanismo de contraccién es regulado por el complejo
troponina-tropomiosina unido a la actina y por los niveles de AMPc34.18.90,

La segunda caracteristica comprende cambios en la cubierta superficial y en la
membrana plasmética, de modo que las glicoproteinas actian como receptores de diverscs
estimulos conocidos como inductoree o agonistas. Se dice que la superficie se vuelve
“pegajosa” y desarrolla sitios reccptores para GP Ib, factor von Willebrand y colgena.

Ademén de la GP Ib en la membrana, s¢ han identificado receptores para trombina,
coligeno, ADP y adrenalina®18,
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Como en otras cblulus, el calcio y ]l AMPc regulan muchas de las respuestas
plaquetarias actuando como mensajeros intracelulares. el cambio de forma, la agregacién, la
secrecién y activacién del sistema contréctil, son mecanismos debidos a un incremento en ¢l
oontenido de caleio en el citosol plaquetario. Este incremento inhibe a la enzima adenilato
ciclasa con una disminucién de AMPo. Como el AMPo disminuye, existe calcio adicional que
e» mwvilizado; para esto, existen una serie de respuestas que requisren un incremento en la
estimulacién, por tanto, un incremento en las concentraciones de calaio: a)cambio de forma;
b) agregacién plaquetaria; ¢) rompimiento del fcido araquidénico de los fosfolfpidos de la
membrana; d) secrecién de los grinulos a; e) secrecién de los grénulos densos y, f) secrecién
de hidrolasas £cidas®!5.%; ¢l ADP y la adrenalina sélo inducen las dos primeras respuestas,
la colégena y la trombina inducen las seis respuestas.

El AMPc trabaja, como en otras células, como segundo mensajero. Fl AMPc se
sintetiza a partir del ATP y es catalizado por 1a adenilato ciclasa y su degradacién a AMP es
catalizada por la fosfodiesterasa!s.®,

Fl AMPec interviene en la respuesta plaquetaria frente a diversos estimulos. 8i
aumentan los niveles de AMP en la plagueta, queda inhibida la agregacién plaquetaria. La
adherencia con la colfgena tembién es inhibida por los agentes que elevan la cantidad de
AMPatd,

El calcio estimula a la fosfolipasa C, diglicérido lipasa y, en presencia de calmodulina,
a la fosfolipasa As. por el contrario, el AMPc inhibe a la fosfolipasa C, fosfolipasa Az y a la
ciclo-oxigenasa. Algunoe inhibidores de la funcién plaquetaria incluyen muchos férmacos
que actlian para inhibir a la fosfodiesterasa, produciendo un aumento en las concentraciones
de AMPo. El mecanismo por el cual el AMPe inhibe 1a reactividad plaquetaria es mediante
la regulacién que tiene el nucletido sobre la ciclo-oxigenasa y la fosfolipasa y que actGan
sobre la protein-cinasa plaquetaria®, :

La Gltima caracterfistica de la activacién plaquetaria involucra a los foefolipidos de la
membrana. Los fosfolipidos concentrados en la capa media interna de la bicapa lipidica,
aml 4+ frnafatsdll

P ina, son rearreglados y llegan a estar expuestos en la capa media
externa .

Los fosfolfpidos participan en la sintesis de las prostaglandinas y tromboxanos. Los
foefolipidos de la membrana son hidrolizados por la accién de la fosfolipasa As formando dcido
araquidénido (Fig.4). Eate fcido graso se convierte en endoperéxidos ciclicos (PGGs y PGHjy),
como resultado de la accién de la ciclo-oxigenasa,enxima que es inhibida por firmacos como el
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ficido acetilsalicflico. Los endoperéxidos ciclicos son compuestos que actian para iniciar la
reaccién de liberacién, generalmente ellos se convierten en tres compuestos activos ® (Fig. 5):
- Tromboxano As.

- Prostaglandinas estables.

- Prostacialinas.

El TX As ea formado por los endoperéxidos por la ensima tromboxano sintetasa, una
conversién que se realisa sblo en las plaquetas, es degradado en una sustancia inactiva, TX
Bs; in vitro, el TX As os el activador més potente y es el principal mediador do la agregacién y
liberacisn plaquetaria, ademss de ser un potante vasoconstrictor, actuando in vitro sobre el
sistema AMPo.

Las prostaglandinas estables. PGF-2, PGD-2 y PQE-2 eon originadas de los
endoperéxidos placuetsrios por prooneos no enziviftiore. La POF-2 inicin la rescdén de
liberacin in vitro, pero es mence potents que el TX An. La PQD-Z es un inhibidor de lu
wctivicaén plaquetaria. La PQE-1 es uaa prostaglandina que no es comdn en la plagueta
pero que of es un inhibidor portente de la {uncién plaquetaria. In vitro, PGD-2, PGE-1y PQE-
2 actian sobre el sistema AMPe.

Las prostaciclinas son sintetisadas por oblulas endoteliales y leucocitos, no son
producidas por las plaquetas. Los endoperéxidos son convertidos en prostaciclinas por la
onzima prostaciclin sintetasa®.

Las plaquetas poseen un grupo guanilato ciclasa saluble, al cual, cuando son
activadas, inducen un incremento en el GMP ciclico (QMPc) del que se pensaba era el
responsable de la agregacién plaquetarin y que antagonizaba las acciones del AMPc.
Actuslmente se sabe que los nitrovasodilatadores y el éxido nftrico (NO) son loa que
estimulan al grupo guanilato ciclasa e incrementan los niveles de GMPc, inhibiendo la
agregacifn plaquetaria¥.

Las plaquetas interactian con otras cblulss dursnte su activacién, tel ce el caso de los
eritrocitos (que incrementan los niveles de TX B#), los leucocitos polimorfonucleares (que
pueden producir agregacién e incremento en los niveles de calcio citoplasmético y produocién
de TX B) y en células endoteliales (inactivan el ADP plaquetario y capta y degrada aminas
vasoactivas). Los mecanismos de sctivacién estén relacionados con el metabolismo del
foefatidilinositol y la via del &sido araquidénico, ademés de la accién de los dos segundos
mensajeros con propiedades cpuestas: caleio (activacién) y ANIPc (inhibicién)®™, (Figs. 4 y 5).
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Agregacion plaquetaria.
Debido a que el objetivo de este trabajo es a cerca de la agregacién, el proceso
completo se explicars con més detalle en las psginas posteriores.

Cuando el calcio citosélico alcanza la tracién ad da, las plaguetas nuevas
que entran al drea lesionada, empiezan a adherirse a las ya existentes, liberando su

contenido. A la adhesién de las plaquetas entre sf se conoce como agregacion. Al parecer
esta agregacién se efectfia en dos etapas denominadas “primaria® y “secundaria®. La
primaria es el conglomerado plaquetario laxo que se forma al pricipio sin eecrecién y es
revarsible, mientras que la agregacién secundaria es irreversible y es regulada por la
secrecién plaquetaria de ADP no metabélico de los grénulos densos y TX As. La sgregacién
implica acciones intracelulares y superficiales.

Secrecion plaquetaria.

Despuée de la adhesién, del cambio de forma y de la agregacién primaria, las
plaquetas empiezan a liberar sustancias al medio circundante a través del sistema
canalicular. Eate proceso se conoce como liberacion o secrecion plaquetaria y se inicia, al
igual que en la agregacién, en el momento en el que un agonista se una a la membrana
plasmiétics8.93, ge pierde la forma discoide, apareciendo hinchazén irregular con paeudépodos
miiltiples y los microttbulos marginales desplazan a los organelos hacia el coentro de Ia célula
de manera que los grénulos quedan agrupados. La ocontraccién de los microtGbulos
marginales parece constituir la esencia del] fenémeno, se altera el sistema canalicular y los
elementos periféricos relacionados con la superficie de la plaqueta se dilatan. Loe conductos
del sistema canalicular constituyen varias vias por las cusles llegan a la euperficie las
sustancias secrotadas®13.53,

La plaqueta se comporta como uns oélula secretora, cuya estimulacién conduce a la
expulsién de sustancias alma das en los granulos, sin pérdida de enzimas del citoplasma,
ni de mitocondrias, ni de dafio a la membrana. La reaccién requiere de energia, ATP, que
proviene de la glucélisie y de la foaforilacién oxidativa®1315, paro no requiere dal transparte
de brana ni de i mitocondrisles o citoplasméticasts.

Las sustancias liberadas de los grénulos plaquetarios ti varias fi
algunss de ellas definidas y otzas desconocidas. Las sustancias amplifican la formaciém dol
tap6n plaguetario al atraer nuevas plaquetas que se adhisren, secrotan y agregan, formando
un tapén mecénico o masa que sella la lesién impidiendo la salida de la sangre ¢, eata masa se
conoce como ‘metamorfosia viscosa”. En efecto, la reaccién de liberacién es reversible bajo
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ciortas condiciones y lae plaquetas pueden sobrevivir in vivo después de sufrir liberacién
parcial o total®,

Durante la liberacién, mis de cuarenta sustancias son secretadas por las plaquotas
cuando son estimuladas, algunas de estas sustancias son mwtabélicamente activas y otras,
son importantes en la hemostasia y en la coagulacién:

NUCLEOTIDOS DE ADENINA: ADP, ATP.

AMINAS: Serotonina, epinefrina, norepinefrina, aminoécidos.

ENZIMAS: Hidrolasas £cidas, colagenasa, f-Lisina, endoglucosidasa.

IONES:  Ca*, Mg*, K, Pi.

PROTEINAS: Fibrinégeno, albiimina, factor V, factor VIII, PF-3, PF-4, -tromboglobulina,
a-1-antitripsina, proteoglicanos, factor quimiotfctico y PAF.

QTROS: Lipoproteinas, mucopolisacéridos, prostaglandinas y tromboxanos.

La secrecién plaquetaria es inducida por segundos menssjeros generados de la
interaccién de agonistas con receptores sobre la superficie plaquetaria. Para agonistas
débiles como ADP o epinefrina, la sintesis de PG'e y TX As son prerequisito para la secrecién
sé6lo de los constituyentes de los cuerpos densos (liberacién I), mientras que agonistas fuertes
como trombina o colégena generan la secrecién tanto de los cuerpos densos como de loe

grinulos a (liberacién IT) 21650 Fe asf como la agregacién inicia la reaccién de Liberacién.

La sintesis de PQ's, sus endoperéxidoes y TX As son necesarios para la respuesta
secretora a los agentes inductores. El paso inicial es esta ruta es la Liberacién de dcido
araquidénico quién da origen a PGEs, PGFs, TX As y PGls. Como el 4cido araquid6nico se
encuentra en muy baja cantidad, la sintesis de PG'S8 y TX’s requiere de la liberacién de
araquidonato, el cual estd unido por enlace éster a los foafolipidos de la membrana. El 4cido
araquidénico liberado sirve como sustrato para la ciclooxigenasa y lipoxigenasa.

De lo anterior, se han propuesto dos rutas enzimfticas: en la primers, una o mss
enzimas (fosfolipasa As, PLAy), liberan directamente ficido araquidénico de los fosfolipidos de
la membrana. En la segunda, la fosfolipasa C, PLC, especifica para fosfatidilinositol, libara
fosfato de inositol el cual es reutilizado en el ciclo polifosfoinosttido.

El écido araquidénico también ee sintetisado de una ruta directa a partir del 1,2-
diacilglicerol, 1,2-DAG, y por la enzima 1,2-DAG lipasa, proceso dependiente de calciodS.
(Wig. 4).

La lipooxigenasa forma hidroperéxidos inestables que se transforman a
hidroxifcidos estables. La ciclooxigenass forma endoperéxidos inestables. Fata enzima
presonta activada tanto oxigenasa como de peroxidasa (Fig. 5).
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Por Gltimo, los niveles de AMPc suprimen la reaccién de liberacién de tres
maneras’s:

- Inhibiendo la liberacitn de fcido araquidénico de lon foafolipidos.

- Induciendo 1a salida de Ca** citoplasmétioo por los microsomas plaquetarios.

- Inmovilisando ¢} aparato contréctil requerido para 1a secrecitn, bloqueando la fosforilacién
de la cadena ligera de la miosina-cinasa.

FOSFATIDIL FOSFATIDIL COLINA
INOSITOL | *-... FOSFATIDIL ETANOLAMINA
Taositol ' PLAs PLAs
CDP
Diglicerido lip s AcIDO
DIGLICERIDO 1.2.DAG + ARAQUIDONICO
\ l o
FOBFATIDICO -

Figura 4. Rutas para la liberacién de 4cido araquidéniso a partir de los foefolipidos
de la membrana. Todas las enzimas involucradas requisren de calaio®.
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Figura 5. Sintesis de prostaglandinas y tromboxanos a partir del écido araquidénico generado
por la PLAg por hidrélisis de diversos fosfolipidos de la membranat®s.
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3) FACTORES PLASMATICOS

La ocoagulacién de la sangre comprende la interaccibn de diversos factores
plasméticos o humoralos que convierten a una proteina plasmética soluble, el fibrin6geno, en
fibrina, la cual es un polimero insoluble y que es la bass fisica del cokgulo hemostdtico in vive.
La evolucién de fibrina es el mecanismo por el cual la cosgulacién contribuye en la funcién
hemoetética %.

A los factores plasméticos se les denomina con ndmerocs romanos de acuerdo al orden
de su descubrimiento y no a lu secuencia en la reaccién de coagulacién. Se distinguen de lon
factores plaquetarios cuyo ntmero y orden vienen indicados con ntGmeros ardbigos:

Factor 1 Fibrinégeno.

Factor I1 Protrombina.

Factar Il Tromboplastina o facter tisular.
Factor IV Calcio (iones).

Factor V Proacelerina.

Factor VII Proconvertina.

Factor VIII Factor antihemofilico A.

FPactor IX Factor antibemofilico B o factor de Christinas.
Factor X Factor de Stuart-Prower.
Factor X1 Factor antihemofilioo C.

Factor XII Factor de Hageman.

Factor XUI Factor estabilizante de fibrina.
Precalicreina Factor de Fletcher.

Kininégeno de Factor de Pitagerald-Williams (HMWEK).
alto peso mo-

lecular

Loe factores de coagulacién se dividen en tres grupos dependiendo de sus funciones
bioquimicas y propiedades fisiol6gican®0;
A) Grupo de la protrombina: Requieren contacto con una superficie para su activacién e
incluye los factorea XI, X1, precalicreina y kinin6geno (HMWK).

B) Grupo de la Trombi Son wintetizadoe por las células hepéticus por lo que requieren de
vitamina K; son adsorbidos desde el plasma por BaSO¢ 0 gel de AI(OH)?. Este grupo incluye
a loa factores H, VII, IX, X y proteina C. Son de tamafic intermedio.

C) Grupo del fibrinégeno: Son grandes moléculas y estén auscnios en el suero. Be les
considera el grupo combustible porque son consumidos durante Ia formacién de firbrina. Loe
factores que integran a este gruposonel I, V, VIII y XIM.

La formacién primaria del tapén plaquetario tiene una inestabilidad relativa y se
desprende con facilidad. El tapén se estabiliza y sujeta con firmeza a la pared vascular al
agrogarse la fibrina y, atin més, por Ia contraceién final de Ia masa entera plaqueta-fibrina.
Las plaquetas participan en estos dos procesos, en la formacién de fibrina a través de Ia



actividad procoagulante y, en la retraccién del cofgulo. De esta manera inicia Ia hemontasia

secundaria.

Actividad procoagulante plaquetaria

Las plaguetas proporcionan una superficie para el ensamble de diversos complejos
enzimsticos que participan en la generacién de trombina. De esta manora, las plaquetas
participan en la reaccién de la protrombinasa, contribuyen a la activacién del factor X y
proporcionan una superficie para la fase de contacto de la coagulacién del factor XI activado.
A la actividad procoagulante plaquetaria se le conoce también como factor plaquetario 3 (PF-
3)18,

Contraccion del coagulo

In vitro, 1a formacién del cobgulo de fibrina es seguida por la contraccién del codgulo,
un fenémeno que requiere de plaquetas activadas. Esto significa que la contraccién del
citoesqueleto genera la fuorza necesaria para el proceso mediante la unién de las cadenas
terminales de la fibrina con el complejo GP IIb/Illa ¥ que la tranamembrana de esta
glicoproteina (pseudépodos + fibras de fibrina) transmite dicha fuerza de contraccién a las
fibras de fibrina para que se contraiga el cofgulots,

In vivo, ol resultado de la contraccién del cofgulo es una masa cohesiva de plaquetas
y fibrina. La contraccién permite que se restableaca de manera més normal la circulacién
sanguinea a través del vaso. La masa estable de plaqueta-fibrina permanecers en el Jugar
basta que los fibroblastos reparen la herida como curacién permanente®.

HEMOSTASIA SECUNDARIA

Debido a que el objetivo del presente trabajo se enfoca Gnicamente a la hemostasia
primaria, se enunciard brevemente la hemostasia secundaria con el fin de complementar el
proceso,

La hemostasia secundaria es ¢l proceso que consolida y ocluye en forma total y
definitiva el tapén hemostético primario mediante el depéeito de fibrina y ocurre en cuatro
otapas:

1) Coagulacién plasmética,
2) Formaci6n de la trombina.
3) Forracién de 1a fibrina.
4) Fibrinélisis.
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1) Coagulacion plasmitica.

La coagulacién es el resultado final de una serie de reacciones complejas en donde
estin involucradas proteinas procoagulantes que circulan en el plasma como precurscres
inertes hasta su conversién a sus formas activas mediante reacciones en cadenan espocificas®,
y la presencia de jugos y plasma tisulares!s.

Eata serie de reacciones consta de dos rutas que entre sf conforman la cascada de
coagulacion: la ruta intrinseca o via lenta y, la ruta extrinseca o via répida.

La ruta intrinseca s inicia por la exposicién de los factres de contacto hacia las
estructuras vasales por debajo del endotelio. Los cuatro factores de contacto son el factor
X11, X1, precalicreina y el HMWK de alto peso molecular. Los tres primeros son simbgenocs,
mientras que el kininégeno sirve como un cofactor para la activacién de los otros tres. Los
factores se unen a la superficie de contacto por tener carga negativa, por lo que los iones
calcio no se requieren para la unién.

Inicia cuando el factor XII es activado a XIla por la superficie de contacto o a travée
do !a calicreina, proceso que es acelerado por el HMWK. Fl factor XIIa activa a la
precalicreina y, mediante un “‘feedback” positivo se activan los factores XI-»XlIa, IX5IXa y
HMWK; eon presencia de calcio, el factor VIIl y el PF-3 forman un complejo conocido como
“activador intrinseco del factor X*; el fuctor X es quién da inicio a la ruta coman (Fig 6).

Los primeros pasos de esta ruta son denominadoe ‘fase de contacto’porque son
activados por la exposicién del plasma hacia cuslquier superficie no endotelial incluyendo
membrana basal, colégena insoluble y las superficies procoagulantes de las plaquetas
estimuladas por coldgena. Las plaquetas activadas no generan directamente el factor XIia
pero proporcionan una superficie rica en receptores que alteran la conformacién del factor
XIIe,

La ruta extrinseca se inicia por la interaccién entre el factor VII y el factor tisular
(tromboplastina) que es liberado por el vaso dafiado. Amboe factores presentan actividad
enzimétioa en su estado nativo pero esta actividad se incrementa cuando eatos dos factores
interactGan. Esta reaccién requiere de iones oalcio.

La interaccién entre e] factor VII y la tromboplastina genera un cambio
conformacional en la molécula del factor VII produciendo la unién al factor X, incrementando
su actividad cataiftica. La conversién del factor VII a VIIa es répida mediante un “feeback”
positivo; el factor VII también puede activarse por una serie de enzimas ocomo plasmina ,
calicreina, factor X1ia, factor IXa, factor XIa y factor Xa. Estas enzimas rompen un enlace
sendillo en el factor VII for do una prot. de dos cad (factor VIIs) que aumenta In




actividad enzimstica. El factor Vila también requiere del factor tisular para su completa
actividad. En presencia de calcio, estos tres elementos integran el complejo *activador
extrinsoco del factor X" 6.9 (Fig. 6).

FEl factor X es activado por los complejos enzim£ticos o activadores que son productos
finales de las dos rutas anteriores. Este mecsnismo se conoce como la ruta comun. La
activacién del factor X se realiza en dos pasos: en el primero, una ruptura en el enlace N-
terminal da origen a una molécula intermedisria (factor Xaa); segundo, un rompimiento lento
en el enlace C-terminal que da origen al factor Xa. El factor Xa se une con el PF-3, calcio y el
factor V para formar un complejo enzimétioo que participa en la activacién de la trombina,
conocido como protrombinasa (Fig. 6).

La protrombinasa rompe dos
que posteriormente ésta hidrolizard proteoliticamente al sustrato del fibrinégeno para
formar un monémero de fibrina, el cual presentars cambios de fuerzas electrostéticas en sus
dominios, haciendo que la fibrina empiece a polimerizarse y sea soluble en urea.

La reaccién final consiste en la estabilizacién del polimero de fibrina catalizada por el
factor XIII, el cual es activado por la trombina. EFl factor XIIla es una transamidasa

dependiente de calcio, cuya funcién es estabilizar a la fibrina y volverla insoluble en urea
60139081

\} on la protrombina dando origen a la trombina

Con la formacién de fibrina insoluble en urea, la cual encierra en sus mallas los
elementos figurados de la sangre para formar un codgulo, termina la fase de la coagulacién,
quedando Gnicamente la activacién del plasminégeno para que se lleva a cabo la fibrinélisis y
termine con ella la hemosatasia secundaria.

La fibrinolisis ee el conjunto de procesos que conducen a la disolucién del codguloe de
fibrina y se debe a la presoncia de una enxima proteolitica conocida como plasmina, formada
a partir de su precursor: el plasminégeno. La activacién del plasminégeno es el resultado
de diferentes activadores o agentes que pueden ser de crigen bacteriano, tisular o qufmico y
otros como la uroqui o el factor XII que actGan induciendo la for i6n de plasminad!.
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AGREGACION PLAQUETARIA

La agregacién plaquetaria es una de las funciones principales que se realizan para el
control del eangrado cuando existe una lesién intorna o externs; se define, como ya se bha
mencionado, como la capacidad que tienen las plaquetas de adherirse entre of.

Los estudios de agregacion plaquetaria han demostrado ser Gtiles en la deteccién de
enfermodades congénitas y adquiridas o, anormalidades inducidas por fairmaco que afectan
la funcién plaquetaria y pueden ser en dos formas:

- Agregacién in vivo.
- Agregacién in vitro.

La agregacién in vivo es inducida por una serie de estimulos, principalmente ADP,
ol cual debe estar presente para que la trombina pueda causar agregacién, pero en ausencia
do ADP la trombina sigue modificando ia morfologia de la plaquetals.

Para que se lleva a cabo la agregacién es necesaria la presencia de iones calcio y
magnesio en pequefias cantidades, los cuales no son indispensables para el cambio de forma,
fenémeno que precede a toda agregacién. La agregacién inicial plaquetaria conduce a la
formacién de un trombo blanco, lacio y con pequefios canales que son permaeables,
permitiendo el paso de la sangre. Después la agregacién entre a una fase denominada
irreversible, con transformacién morfolégica de la plaqueta que oconduce a Ia
impermeabilizacién del cofigulos!.

Anterior a la década de los 80’s se sabfa que existian dos mecanismos que operaban
en la agregacién: el primero es la liberacién de ADP; el segundo, la formacién de TX As. Para
1980, Vergaftiz et al describieron una tercera ruta de agregacién en la cual el factor de
activacién plaquetaria (PAF) era quién estaba involucrado en este proceso. Este factor es un
compuesto foafolip{dioo sintetizado por los macréfagos y baséfiloe®.

Por otra parte, no existe agregacién plaquetaria en sangre que permanece inmévil in
vitro. Debe existir una agitacién suficiente para producir un minimo de colisiones antes de
que ocurra la agregacién y las plaquetas deben ser bastante numerosas para que tengan
lugar dichas colisiones.

M ismo de aceid

La membrana plaquetaria contiene receptores para un cierto numero de agentes

2 e s

g 0 ctores que son liberados, adicionados, generados o expuestos a loe sitios del

32



trauma vascular. Estos agentes se unen a las plaquetas e inician una serie de reacciones
bioquimicus que conducen a la formacién del agregados plaquetarios, a la liberacién del
contenido de los grénulos y al cambio de forma'®. Born sugiere que el cambio de forma es el
resultado do la interaccién del ADP plaquetario con las proteinas contrictiles corcanas a la
superficie celular®.

Parece ser que la mayoria de los agentes actGan por dos vias que inducen la
secrecibn de ADP. El fenémeno inicial consiste en una interaccibn de ciertos puntoe
especificos de la molécula de coldgena y glicoproteinas de la superficie plaquetaria, con lo
cual activan a la fosfolipasa As; que cataliza la remocién del fcido araquidénico de loe
foefolipidos plaquetarios. Fl dcido removido es oconvertido a endoperésidos de
prostaglandinas para dar origen al TX As que constituye el estimulo determinante de la
socrecién, funcionando ocomo potentes agonistas y vasoconsirictores. Las sustancias
anteriores son intermediarios inestables en la formacién de prostaglandinas, actuando camo
inductores de la liberacién del ADP 185195,

Las reacciones de agregacién in vitro dependen del pH, temperatura, agitacién
mecénica, concentracién de iones calcio, nfimero de plaquetas en el plasma rico (PRP), tiempo
transcurrido entre la ejecucién de la prueba y la preparacién del PRP, la “atmébefora”
plaquetaria (constituyentes plasméticos) y el tipo y concentracién de los agentes inductores.

La agregacién 6ptima requiere que el pH en PRP sea entre 6.8 y 8.5. A pH menor, la
agregacién no puede inducirse. La temperatura éptima es de 37 °C; menor a 32 °C la
agregacién no ocurre. La agitaciém mecénica con barra magnética a velocidad constante
(1,100 rpm) es esencial®’.

INDUCTORES DE LA AGREGACION PLAQUETARIA

La agregacién plaquetaria in vitro es estimulada por una diversidad de agentes

iat 3 2 4

8 pr patrones de agregacién.

La agregacién plaquetaria presenta dos fases u “ondas”. La primera onda o
agrogacién primaria se debe a la estimulacién de los agentes agonistas, es reversible y no
onth iada a la ibn plaguetari La segunda onda o agregacibn secundaria
corresponde a )a formacién irreversible de grandes agregados debidos a la secrecién
plaquetaria, 8ila concentracién de los agonistas es suficiente, la primera y sogunda onda se
fusionarén en un solo trazo continuo® (Fig. 7).




Los agentes agonistas se han clasificado como “débiles” o primarios y “fuertes” o
secundarion dependiendo de su capacidad para estimular la secrecién de loa grénulos
plaquet. e) © en ia (fuertes) de la agregacién pluquetaria, es
docir. los agonistas débiles son capaces de iniciar la agregacién sin activar el sistomi

~ £A&R3)
ioe en pr (

tromboxano-prostaglandina y ein inducir la liberacién de ADP plaquetario, pero dependen de
una estimulacién autocrina para levar a cabo la rempuesta. Loe agonistas fuertes inician la
agregacién por la activacién del sistems tromboxano-prostaglandina o por la reaccién de
liberacién y no requieren de una estimulacién autocrina®.5 (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacién de agonistas de acuerdo a su capacidad de estimulo

Agonistas débiles Agonistas fuertes Otroe
Adenosin difosfato (ADP)* Trombina®* Fibrinégeno* Virus y bacterias
Epinefrina (adrenaline)* Coligena® Serotonina* Superficie de las
Noradrenalina Ristoocetina® Ionéforo A 23,187* y-globulinas
Vasopresina Ac. araquidénico®  Polipéptidos catiénicos
Factor de la activacién Comaplejo Ag-Ab
plaquetaria (PAF)* Trombofax

* Agonistas de mayar uso en el diagnéstico clinico.

1) ADP
Como ya se mencion6, el ADP es uno de los constituyentes de los grénulos

plaquetarios que se libera cuando las plaquetas son expuestas a los agentes agonistas,
induciéndose la liberacién del mismo nucleétide. El ADP es liberado también de loe
eritrocitos e incluso, del tejido dafiado. En presencia de calcio, e} ADP a bajas
concentraciones induce agregacién plaquetaris, seguida por una desagregacién!?; es regulada
wor &} eompleje GF I, e} eusl uss o) Bbrinducne v 3 stean proteinae adhosivas # pasa
activar a las plaquetas e inhibir al adenilato ciclasa. Recientemente se ha identificado un
sitio de unién de alta afinidad del nucleétido, el cual se encuentra sobre GP Iib, lo que
sugiere que esta glicoproteina podria funcionar somo receptor del ADP .

La respuesta inicial de las plaquetas estimuladas por ADP es el cambio de forma 11.t8;
al mismo tiempo, los receptores especificos para el fibrinégenc aparecen sobre la superficie
plaquetaria, lo que significa que el fibrinégeno sirve como un puente para unir a las
plaquetas entre #f%1118.  8u capacidad para inducir la secrecién depende de la capacidad de
lus plaquetas para sintetizar prostaglandinas.

En resumen, la agregacién inducida por ADP requiere de cofactores como el
fibrinégeno, caleio y, probablemente de factores de coagulacién dependientes de vitamina K.
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Figura 7. Formacién de los registros en la agregaciin pluquetaria.
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du forma; ¢) Primera onda de agregacién; d) Segunda onda de agrega- £
¢ién, ganorada en respuesta a las sustanciae secretadas.



Las caracterfsticas de las ondas de agregacién inducidas por ADP varian de acuerdo
a la concentracién del nucleétido. 8i la concentracién es baja (1pM/ml) se produce una
reducdién de la transmisién de luz debido al cambio de forma de las plaquetas y es seguida
por un aumento brusco de la transmisién de luz. Fn concentraciones de 2.5uM/ml, el perfodo
inicial del aumento de la transmisién de lus y luego por un aumento de gran magnitud e
irreversible originando dos ondas de agregacién (agregacitn bifésica) (Grifica 1).

2) Epinefrina

La epinefrina o adrenalina activa a las plaquetas por unirse a receptores
adrenérgicos as sobre la superficie plaquetaria. Al igual que el ADP, la capacidad de la
epinefrina para estimular la secrecién plaquetaria y la agregacién secundaria depende de la
sfntesis de prostaglandinass.is,

La eopinefrina induce la agregacién primaria en ausencia de cambio de forma y eleva
la capacidad de otros agonistas pl tarios, actuando como modulador (Gréfica £).

PRy

3) Trombina

La trombina es el agonista més potente. Estimula el cambio de forma de la plaqueta
y la agregaci6én primaria y secundaria, disminuye la actividad del adenilato ciclasa inhibiendo
los niveles de AMPc31%, Como agonista “fuerte”, estimula la secrecién plaquetaria; por ser
una enzima, su capacidad para activar las plaquetas depende de la concentracién.

Es un agonista que répidamente aotiva a la foafolipasa C (PLC) y, de manera
dependiente, a la protefn cinasa C (PKC); estimula la acumulacién de fosfatidilinositido y
fosfatidilinositol fosforilado. Recientemente, la clonacién de un receptor funcional ha
permitido entender como este agonista activa a las plaquetas™. La trombina tiene efectos
sobre la interaceién de plaquetas-células tumorales in vitro y en la meotéstasia in vito®
(Gréfica 3).

Presonta doble accién en la hemostasia: convierte el fibrin6égenc en fibrina y adhiere
a lag plaquetas entre #f. La trombina induce la reaccién de liberacién e inicia la sintesis de
tromboxanos y prostaglandinas.

Lam plaquetas presentan varios sitioe de unién con la trombina. La ocupacién de
entos sitios por la trombina puede ser responsable para la activacién de las plaguetas, debido
a que la membrana plaguetaria pr ta fibrinégeno, es l6gico que la trombina sea el
sustrato que regule esta agregacién?.

35



4) Colagena

La colfigena induce la adhesién y la agregaci6n plaquetaria, la secrecién del ADP y
activa el sistema troboxano-prostaglandina. Este es mediado por los receptores plaquetarios
que difieren de aquellos involucrados en la adhesién a coligena debido a que sus fibras se
requieren para la activacién, mientras que la colfgena monomérico sirve para la adhesién.
Ee asi que las fibras de colfgena sintetizan los endoperéxidos de proetaglandinas y TX As
5109095

In vitro, la coligena produce una sola onda de agregacién irreversible; se inicia con
un perfodo de latencia ® (Gréfica 4).

5) Ristocetina

El ristocetin o ristocetina es un antibiético derivado de la especie do actinomiceto
Nocardic luride. Estéi formado por dos compuestos: ristocetin A y ristocetin B; esu
estructrura qufmica esté constituida de aminodcidos, carbohidratos y anillos aromsticos ®.
Fue introducido a la medicina clinica en los afios 50 y suprimido por causar
trombocitopenia, demostréndose més tarde su efecto agregante 3,

La ristocetina agrega a las plaguetas en PRP conteniendo el factor VIII y el factor
von Willebrand liberado %. En algunos pacientes con la enfermedad de von Willebrand no
existe respuesta de agregacién con el ristocetin, debido a la disminucién o ausencia de un
factor plasmético en pacientes con esta enfermedad®,

La agregacién inducida por ristocetina se debe a la formacién de enlaces
intracelulares con péptidos dependientes del grupo sulfidrilo lamados enlaces °ticl”, lo que
sugiere que este agonista act(a directamente sobre la membrana plaquetaria y no sobre la
plaqueta misma. Por lo tanto, la actividad de la ristocetana se debe a la unién con los
tripéptidos C-terminal de los precursores mucopeptidicos de la pared celular bacterianass.

La ristocetina posee una caracteristica dnica como inductor ya que es el Gnico que
exhibe alteraciones do la enfermedad de von Willebrand. Por el contrario, en las
trombastenias, las respuestas de agregacién a la ristocetina es normal mientras que con
ADP, colfigena, trombina y epinefrina la respuesta es anormal¥. En la enfermedad de
Berbard Soulier tampoco existe respuesta.

La ristoceting a traci de 1500 uM/m), presenta dos ondas de agregacién
donde la primera se encuentra fusionada con la segunda, siendo irreversibles debido a la
liberacién de ADP intrinseco?s.
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Grafica 1. Ondas de agregacita inducidas por ADP (2.5 uM/ml).

i B

normal; 2a. onda, ausente.:

normal; 2a. onds, ausente.

: 1a. onda,

A

A) Scbre plasma humsno: 1a. onda,
B) Sobre plasma de rata normal
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Grafica 2. Ondas de agregacién inducidas por epinefrina (250 pM/ml).
A) Sobre plasma bumano: 1a. onds, normal disminuids, 2a. onda, ausente.
B) Scbte plasma de rata normal: 1a. onda, normal disminuida; 3a. onda, susente.
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Grifica 8. Ondas de agregacitn inducidas par trombina (0.4 U/ml).

A) Sobre plasma humano: 1a. onda, normal; 22 onda, normal.

B) Sobre plasma de rata normal: 1a ands, normal; 2s. onda. normal.
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Grifica 4. Ondas de agregaci6n inducidas por col4gena (10 uM/ml).
A) Sobre plasma humano: 1a. onda, normal.

B) Sobre plasma de rata normal: 1a. onda, normal.
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@) Fibrinégeno

El fibrinégeno se requiere como un cofactor para la agregacién inducida per ADP
182334 La superficie plaquetaria contiene receptores para el fibrinégeno que son expuestos
después de la estimulacién.

Se han identificado las regiones en las quo ol fibringeno se une a loe receptores
plaquetarios. El fibrinégenc esté compuesto de tres pares de cadenas a, B y v, arreglados en
un dominio central y dos dominioa laterales, por lo que la porcién del grupo carboxi-terminal
de las cadenas ay y presentan, en los dominios laterales, unién sobre loe receptores de la
plaqueta.

El receptor del fibrinégeno esth localizado sobre el complejo GP IWVIlIa de la
membrana y se une después de la activacién, quizé por un cambio conformacional en el
complejo!®.

OTROS INDUCTORES

La vasopresina  estimula la agregacién mediante la unién al receptor del factor Vi
sobre la superficie plaquetaria, el cual activa a la fosfolipasa C, inhibiendo al adenilato
ciclasa,

Kl factor de activacién plaguetaris, PAF, a concentraciones nanomolares, activa a las
plaquetas por la unién de varios receptores de la membrana de slta afinidad. Este factor os
sintetizado por neutréfilos, eosinéfilos, plaquetas, monocitos o células endoteliales.

La porotoning es un agonista débil a ntraciones micromolares. Interactia con
dos clases da receptores sobre la superficie plaquetaria.

El catién divalente oconocido como iopéforo A23,187 induce cambio de forma y
estimula la agregacién a través de la tercera ruta debido a la transferencia de calcio del
medio externo en el citoplasma®3%. Loe efectos que praoduce el ionéforo son similares a los
producidos por la trombina.

Loa prostancides, interactdan oon los recptores que. o activan a las plaguetas o
estimulan el adenilato cliclass, inhibiendo la respuesta plaquetaria y estimulando la
formacién do AMPe.
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INHIBIDORES DE LA AGEBEGACION PLAQUETARIA

Fl término antiagregante plaquetario (antiplagquetario o antagonista de la agregacién
plaguetaria) se emplean para designar una serie de sustancias (aminoécidos, vitaminas,
anticuerpos, sustancias de origen natural y fdrmacos como antiinflamatorioe, antibiéticos,
depresores, eostimulantes, ocardi lures, oto) que tienen varias de las siguientes
propiodades:

a) Inhibicién de la funcién plaquetaria como es Is adhesién, agregacién, etc. mediante
técnicas in vitro.

b) Determinacién de productos secretados como serctonina y metabolitos de las
prostaciclinas.

c) Aumento de la supervivencia de las plaquetas marcadss con radioisétopos.

d) Reduccitén de los agregados plaquetarios circulantes.

e) Inhibicién de la formacién del trombo inducido por las plaquetas in vivo.

Se clasifican de acuerdo a su mecaniamo de inhibicién o de traduccién de sefiales®®-$.

GRUPO 1- Loa que interfieren con los receptores de 1a mermbrana.

Constituido por antagonistas que inhiben la agregacién inducida por colfgena y la
segunda onda de agregacién inducida por ADP. Se divide en tres subgrupos:

1. Inhibidores de la fijacién de ADP y de la interaccién del fibrinégeno con las glicoproteinas
de la membrana, especificamente GP Ib/ITIa.

- Ticlopidina.
- leodxpmo, m-adlpmo

- Anhcuerpoo monocionales.
2. Inhibidores de 1a unién de la plaqueta al factor von Willebrand.

- Ampicilina, carbencilina, gentamicina, piperazina, moxalactama.
- Desipramina, nortriptilina, imipramina.

- Propanalol, clofibrato, dihidroergotamina.

- Alcohol, ciclocheptadina, dextrano.

- Sulfonilureas.

- Frangulin B (Rhamnus formosana).
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GRUPO I - Los que interfieren en ¢} aumento de la concentracién de AMPc.

Estos agentes incrementan los niveles de AMPe, inhibiendo muchas de las respuestas
plaquetarias incluyendo la disminucién de calcio intracelular, formacién de tromboxancs o la
T ién de liberadié Se ha sugerido que el mecanismo ¢s medisnte la inhibicién de la
fosfolipasa C-ciclo del fosfoinositido y de la movilizacién de calcio. 8e divide en ires
subgrupos:

1. Estimulantes de adenilato-ciclasa.

- Proataciclinas PGDs y PQE;.

- Bloqueadores a-adrenérgicos: fentolamina, dihidroergotamina
- Nifedipino

- Hernandezina (Thalictrem glandulosissimum).

- Dicentrina (Lindera magaphylia).

2, Estimulantes de guanilato-ciclasa.
- Nitrovasodilatadores: L-arginina, éxido nitrico, nitroglicerina, etc.
Insulina,

3. Inhibidores de la fosfodiesterasa.
- Motilxantinas: cafefna, teofilina, amincfilina.
- Dipiridamol.
- Papaverina,
- Triflusal.
4. Estimulantes de la liberacién de prostaciclinas.

- Nafazatrén.

GRUPOQ III - Inhibidores de la sfutesin de prostaglandinas (via écido araquidénico).

1. Inhibidores de la ciclooxigenasa. Inhiben la ciclooxigenasa y la sintesis de TXAs, asf como

la liberacién de ADP.

- Salicilatos: dcido acetilsalicflico, ibuprofeno, indometacina, sulfinpirazona, diclofonaco.
- Triflusal.

- Furosemida.

- Hidrocloroguina.

- Vitamina E.

- Capsaicinss (Capsicum sp).

- Ginsenésidos y panaxinol (Ponax ginseng).

2. Inhibidores do los receptores de TX Ay madiants la sfntesis de TX As.

- Acidos grasoe omega-3(4cido eicosapentancioo).
- Acido linoleico.
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3. Bloqueadores de los receptores de TX As. Estos agentes inhiben ol TX A3, activando el
adenilato-ciclasa y estimulando la formacién de AMPe.

- Furosemida, hidralazina.

- Verapamilo.
- Tocoferol.
- Prostanoides.
- Cinnamomum phillippinense.
4. Inhibidores de la tromb sintet.
- Imidazol y derivados.

5. Inhibidores de la fosfolipasa.

- Quinacrina.
- Hidrocortisona, metilprednisolona.

GRUPO IV - Inhibidores de antagonistas especificos.

1. Activadores o inhibidores de la protefncinasa C. La protefna cinmsa C, PEC, o0 una
enzima de serina o treonina cinasa especifica dependiente de calcio y fosfolfpidos; es
activada por 1,2-diacilglicerol.

- Eateres de forbol.
- Dafroretina.
- Crotum tighium.

Por el contrario, la PKC se ve inhibida por agentse que inhiben la formacién de 1.2-
discilglicerol:

- Poliaminas: putrescina, espermidina, espermina.

2. Inhibidores del factor de activacién plaquetaria (PAF).
- Ginkgélido A, B, C (Ginko biloba).
- Prohispanoclona (Leonorus Aeterophylius).

3. Inhibidores de la trombina.
- Hoparina.
- Dicumarol.
- Ajo (Allium sativum).
- Canela (Cinnamon cortex).
4. Inhibidores del ADP.

- Andlogos estructurales del ADP: ATP, AMPc, adenosina.



5. Antagonistas de la serotonina.
- Kotanserina (bloqueo de los receptores 83 y HT).

6. Antagonistas de la adrenalina.

- Bloqueadoren de los receptores a-adrenérgicos: iombina y rauwolscina

7. Intervienen en la trombostenina.

- Vinblastina, vincristina, colchicina.
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ANORMALIDADES PLAQUETARIAS
EN DIABETES MELLITUS




DIABETES MELLITUS

Enfermedad asociada con alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasa y
proteinas, de origen multifactorial manifestndose, ya desarrollada en su totalidad, en
hiperglucemia, glucosuria, aumento en la degradacién de protefnas, cetosis, acidosisv y
aumento en el riesgo de enfermedades vasculares y cuya cuusa principal es la deficencia
abaoluta o relativa de la mecrecién de la hormona insulina®’4. Es decir, insuficiente en
relacién al aumento en la demanda de la hormona cuando su accién biolégica os menor a lo
normal.

Fue descrita muchos afioa antes de Jesucristo. En el afio 1500 a.C., los egipcios
describieron, en el papiro de Ebers, una enfermedad asociada con el exoceso de orina. El
médico griege Celsus reconocié 1a enfermedad pero no fue hasta el afio 70 2.C. que otro
médico griego llamado Arateo de Cappadocia la denominé diabetes (que on griego significa
“discurrir a través de” o “atravesar”).

Durante los sigloe 3 al 6 d.C. , loa estudiantes chincs, japonesee e hindfies
describiexon un estado de salud con poliuria en el cual, la orina era duloe y pegagosa. Fue on
ol afio 1674 que Thomas Willis observé que la orina disbética tenia un ssbor parecido a Ia
miel. Fl agreg6 ol adjetivo mellitus, que en griego significa "mis]”. Cien afice después,
Dobson demostré que afectivamenta e} sabor duloce se debia al axGear ingsridatso,

Las manifestaciones clinicas clésicas de la diabetes mellitus, poliuria y polidipsia, son
consecuencia de la hiperglucemia, mientras que las manifestaciones crénicas que afectan ala
mayor parte de los pacientes son el resultado del metabolismo anormal, tanto de la glucosa
como de los lipidos y proteinas. Aunque la deficiencia puede mejorarse con la dieta, insulina
intravencea o agentes hipoglucemiantes orales, el tratamiento normal no ha evitado el
desarrolle de complicaciones crénicas. Entre lus manifestaciones crénicas més importantes
eatén las que resultan del dafio a los nervios (neuropatias), a loe vasce sanguinecs pequefios
(microangiopatias), tanto en rifiones (nefropatias) como en la retina (retinopatias) y, las que
son consecuencia de un proceso aterogénico scelerado (macroangiopatias)é?.

ETIOLOGIA

Es importante el papel de los factores de risego, aunque no todos son aceptados, ya
4ue no son la causa directa de la diabetes, sino aquellos que son  genética y ambisntalmente
susceptiblesst.
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- Herencia.
- Obesidad
- Defecto o dafio en las células bota del ptncren
- Alteraci6n en los receptores de i
- Factores de inmunidad y sistema HLA.
- Férmacos con efecto hiperglucemiante.
- Eatrés.
- Hebitos dietéticos y deficiencia nutricional.
- Infecciones virales.
- Busceptibilidad racial.
- Mutaciones puntuales en ¢l gen que codifica a la insulina.

CLASIFICACION

En 1979, el Grupo Nacional de Datos sobre Disbetes de los Institutos Nacionales de
Salud de los Estados Unidos de América publics una clasificacién, a nivel internacional, sobre
1a diabstes mellitus y otras categorias de intolerancia a la glucosa y comprende dos clases:
1) clase clinica.
2) clase de riesgo estadistico
Esta clasificacién fue adoptada y modificada por el Comité de Expertos de la
Organizacién Mundial de la Salud en 19855 (Tabla 5).

1. Diabetes Mellitus, caracterizada ya sea por hiperglucemia en el ayuno o por niveles de
gluccsa plasmética por arriba de los limites definidos durante una prueba de tolerancia a la
glucosa’s,

Eata clase se subdivide en cuatro tipos que parecen definir la categoria y patogénesis:
a) Tipo I: dependiente de insulina (IDDM).

b) Tipo II: no dependiente de insulina (NIDDM).
¢) Relacionada con la mala nutricién (MRDM).
d) Otrons tipos.

La diabetes tipo 1 y II son las principales formas clinicas en el mundo occidental,
mientras que la disbetes relacionada con la mala nutricién es ls principal causa en Asia,
Africa y el Caribe. La diabetes tipo I se refiere a sujetos que dependen, de forma
permanente, de insulina para controlar la hiperglucemia y prevenir la cetosis. Su etiologia
estd anocinda a dos causas: factores genéticoe y factores ambientales 8¢, La diabetes tipo Il se
caracteriza por la retencién de secrecién de insulina endbégena, ausencia de cetosis y
resistencia a la insulina debido a la disminucién de respuesta de las oélulas blanco a la
hor 5354, Dependen de agentes hipoglucemiantes orales, loa cuales se seleccionan de
acuerdo con la edad, estado cardiovascular, insufisiencia hep4tica y renal, embarazo o
lactancia y alergiasts.
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La diabetes mellitus relacionada con la mala nutricién puede llogar a rer de mayor
incidencia que la tipo I e igual de frecuente que la tipo II. Es una rubclase frecuente ai se
congideran a todos los habitantes del mundo.

Tabla 5. Clasificacién de la Diabetes mellitus y otras categorfas®s.

A) CLASES CLINICAS.
I Diabetes Mellitus

1. Tipo I - Dependiente de Inaulina (IDDM).
2. Tipo II - No Dependiente de Insulina (NIDDM).
- Obesos.
- No obesos.
3. Relacionada oon la nutricién.
- Disbetes pancreética fibrocalculosa.
- Disbetes relacionada con desnutricién con deficiencia protéica.
4. Asociada con otras condiciones o s{ndromes (Diabetes Secundaria).
- Enfermedad pancreética.
- Enfermedad de etioclogia hormonal.
- Inducida por sustancias quimicas o por firmacos.
- Anormalidades de la molécula de insulina o sus receptores.
- Ciertos sindromes génetiocos.
5. Anormalidades de Tolerancia a la Glucosa (IGT).
- Obeso.

- No obeso,
- Asociada con otras condiciones o sindromes.

6. Diabetes Qestacional.

B) CLASES DE RIESGO ESTADISTICO.
1. Anormalidad Previa de Tolerancia a la Glucosa (Prev AGT)
2. Anormalidad Potencial de Tolerancia a la Glucosa (Pot AGT)




En la cuarta categoria se clasifican varias entidades que anteriormente fueron

definidas como sucundarias o asociadas con sindromes genéticos raroe¢’.

2. Anormalidad de tolerancia a la glucosa (IGT). Se refiere a que los niveles de
glucemia de la curva normal de tolerancia a la glucesa estén entre los limites de lo normal y
los considerados diabéticoa’s.

3. Diabetes gestacional (GDM). Desorden en el cual la tolerancia a los carbohidratos se
deteriora bajo el estrés metabblico del embarazo. B8i una mujer diabética lega a

embarazarse no entra en esta clasificacién.

Existon ademss, dos clases de riesgo estadistico en donde se incluyen a individuoe
que en e} pasado han tenido una alteracién en la tolerancia a la glucosa o a los individuos que
tienen una relacién genética estrecha un un disbético y son: anormalidad previa de
tolerancia a la glucosa y, anormalidad potencial de tolerancia a la glucosa.

Disbetes experimental

Méndes y Ramos consideran que si se conooce la variacién en la susoeptibilidad de las
especies animales hacia los agentes inductoree de diabetes se podré hacer una mejor
seloceién del modelo, a la vez que se puede evitar la pérdida innecesaria de animales y la
optimizacién de recursos en estudios futuroe®’.

Por razones éticas en seres humanoe no se permite la induccién de diabetes. El uso
de animales representa enormes ventajas para el estudio de la diabetes ya que se puede
disponer de varias generaciones para estudiarlas con cuidado y en tiempo bastante corto. La
diabetes permanente en los animales también da oportunidad de estudiar la interaccién de
factores hereditarios y ambientales como dieta, férmacos, téxicos, y agentes infecciosos.

Por regla general, cualquier nueva terapéutica para prevenir o revertir la
enfermedad debe primero probarse en animales. Asimismo, las observaciones on estos
pueden extrapolarse al hombre despuée de un anflisis riguroso, como en el caso particular de
la disbetes ya que la hiperglucemia como una caracteristica universal pudiera no
manifestarse de la misma forma que en el hombre.

Existen tres clases do agentes disbetogéniocs: la primera clase esté constituida por
sustancias téxicas que destruyen a la célula f causando un estado de deficiencia primaria de
insulina (aloxana, estreptozotocina, tiourea, somatotropina, entre otras); la segunda clase
esté constituida por sustancias que actan sobre la celula § pero no la destruyen. La Gltima
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clase estd constituida por sustancias que incrementan los requerimient dég de
insulina debilitando el péncreas y como consecuencia se produce la diabetes (hormonas
antagonistas de la insulina, anticuerpos anti-insulina, agentes quelantes como el zinc)s7.

La aloxansa y la estreptozotocina son los agentes mén utilizados para inducir diabetes
siendo los mejores modelos de estudio para este sindrome el ratén y la rata. La aloxana es
un derivado del écido Grico, de formulas empirica CsHsNyOs. Su mecanismo de accién es atn
desconocido. Algunas evidencias indican que el efecto es mediado por una interaccién a nivel
de membrana de células beta. Otros estudios, utilisando aloxana marcada con 1“C revelan
que existe gran afinidad de la sustancia por la membrana oelular lo que ocaciona alteraciones
en su permeabilidad, lo que explica, en parte, la reaccién selectiva observada en estas células.
8us propiedades fisicas de 1a aloxana son: soluble en agua, quelante de xine, inhibidor de la
hexocinasa y otras enzimas, inactivador de 1a coenzima A, libera tripsina de tejido exégeno y
reacciona oon la membrana de las oflulas betat’. 8e cree que el efecto téxico de la aloxana
sobre la permeabilidad, transporte, rutas gencradoras de energis y secrecién insulinica sea
debido a la formacién de radicales libres.

La ewtreptozotocina, 8TZ, es un antibiético extraido de Strepiomyces acromogenes y
preparado en forma altamente pura. Su férmula empfrica es CsHisNsO- conteniendo una
funcién N-nitrosometilamida 54,

8e ha demostrado que la accién diabetogénica de Ia 8TZ resulta principatmente de su
alta y especifica aocién citotbxica sobre las oflulas B con necrosis répida e irreversible debido
a que reduce el NAD celular en varios tejidos.

La nicotinamida protege a los animales contra la ditotoxicidad tanto por 8TZ como
por aloxana. Ciertos carbohidratos protegen a un animal contra los efoctos de 1z aloxana. La
glucosa y, en menor grado la fructosa y ma do se administran antes de la aloxana,
pueden prevenir o aminorar la hiperglucemia. El efecto protector de los carbohidratos se
relacionaria con las pr
dextro 87,

Jad.

pi esterecospecificas, logréndose un mejor efecto con anémeroe

Ok. to et al investigaron un pto para el meoanismo uniforme y la accién de
Ia al y 8TZ. Oonsideraron la fragmentacién del DNA de las célulss B como un evento
crucial do por acumulacién de superéxido y radical OH- y/o alquilacién (metilacién) del
DNA,; las rupturas de las hebras son responsables del deterioro de 1a antesis y secrecién de
insulina. Fsto da inicio inmediato a los procesos de reparacién que involucra la activacién de
poli(ADP-ribosa)sintasa y el empleo asocisdo de NAD™ (Fig.5).
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Figura 8. Mecanismo de accién de la aloxana y estreptozotocina.

Anormalidades hematologicas en Diabetes mellitus

En diabetes se producen una serie de alteraciones metabélicas que se traducen en un
aumento en la frecuencia de enfermadeades coronarias y vasculares periféricas asf como
hematolégicas. De estas Gltimas destacan loa cambios morfolégicos y funcionales en los
eritracitoa’o-43, leucocitos® y plagquotas?t.84%, asf como la visoosidad plasmstica y sanguinea
%, ademss de low cambios en las concentraciones de proteinas, lipidos y lipoproteinass’,
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Existen también desSrdenss asociados con diabetes como e# el caso anemias,
discracias sanguineas o trombocitopeniag®®.®, Las anormalidades hematolégicas conducen a
una disminucién en la oxigenacién de Jos tejidost®. Tabla 6.

‘Tabla 6. Anormalidades y desérdenes hematolégicos asociados con diabetes

Leucocitos:
Disminucién de la quimiotaxis.
Disminucién de la diapedesis.
Disminucién de la fagocitosis.
Disminucién de la actividad bactericida.
Disminucién de la inmunidad celular.

Anemias:
Por deficiencia de hierro.
Anemia hemolftica.
Anemia apléstica.

Discracias sangufneas;
Leucemias.
Linformas.

Mieloma maltiple.

Eritrocitos:
Elevacién en la agregacién,
Disminucién en la deformacién.
Disminucién de los receptores de insulina.

Plaquetas:
Elevacién en la adhesién.
Elevacin en la agregacién (hiperagregacién).
Disminucién en la fluidez de la membrana.
Incremento en la liberacién de f-tromboglobulina, PF-3 yPF-4.

Desérdenes en la coagulacién:
Incremento en los factores de coagulacién (1, V, VII, VI, X1, XID).
Incremento en los niveles de fibrinégeno.
Disminucién de 1a actividad fibrinolftica.

Sangre total:
Elevaci6n de la viscocidad plasmética y sangufnea.
Incremento en la glicosilacién de hemoglobinas (no enzimstica).
Incr to dal sist dal complamante.
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ANORMALIDAD PLAQUETARIA EN DIABETES MELLITUS.

En diabetes, las plaquetas presentan anormalidades en su funcién lo que ha sugerido

que la hiperactividad plaquetaria esté involucrada en factores patogénicce de las

mplicaci vasculares. Entre estos factores se encuentran: la alteracién en el balance

hemostitico, anormalidades en la funcién plaquetaria, incremento en la coagulacién

sanguinea, disminucién de los anticoagulantes fisiolégicos y alteraciones en el sistema
fibrinolftico™,

La asociacién de las anormalidades plaquetarias con la Digbetes mellitus y otras
enfermedades vasculares sugieren un papel importants en la actividad plaquetaria. Loe
problemas vasculares en diabetes se manifiestan en dos formas: macroangiopatia o
enfermedades macrovasculares (aterosclerosis prematura) y microangiopatia o enfermedades
lares (retinopatia y nefropatia). Los sujetos con retinopatia presentan disfuncién
plaquetaria, mientras que aquellos que presentan Diabetes mellitus no complicada presentan
una funcién plaquetaria “casi® normal. En preeencia de enfermedades vasculares como
aterosclerosia coronaria, los sujetos diabéticos no presentan diferencias significantes debido a
que la funcién plaquetaria puede estar alterada en ambos pacientes™.

microv

De manera muy breve se describen los cambios en la morfologia, funcién y
compoeicién que ocurre en las plaquetas cuando se presenta la diabetes.

El conteo plaquetario de individios normales y/o diabéticos es de 2550,000-500,000
plaquetas/ml. En rata el nimero es mayor, de 500,000 hasta més de 1,000,000 plaquetas/nl.
No existen evidencias que demuestren algtin incremento o disminucién en el nGmero de estas
células, por tal motivo la cuenta plaquetaria no se considera Gtil en diabetes’.

En diabetes, las plaquetas sufren cambios en su forma, pasando de discoide a una
forma esférica con dendritas (pseudépodos)®. La fluides de la membrana también se ve
alterada haciendo m4s sensible a la plaqueta™s. Esta alteracién se refiere a una disminucién
en la fluidez, la cual eatd asociada con la hipersensibilidad a la trombina y a otros agonistas.
La reducida fluidez de la membrana se relaciona con el grado de glicacién y acetilacién de las
proteinas membranales™, pero la proporcién molar fosfolfpido-colesterol no es elevada en
estas membranas®t%, Las proteinas plaquetarias de sujetos disbéticos estsn glicosiladas no
enaiméticamente, en mayor grado, que en sujetos normales, produciendo también, una
disminucién en la fluidez de la membrana™.
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Las plaguotas presentan un incremento en la actividad de mionina-ATPasa sin
presentarse cambios en la distribucién de protefnas contréctiles. Asimismo, existe un
incremento en la fosforilacién endégena de proteinas plaquetarias . Los niveles de
fosfolipidon y de kcidos grasos de la membrana plaquetaris son elevadas ¢n pr ia de
diabetes, de igual manera los cambios en las concentraciones plamméticas de estos lipidos
pueden afectar la funcién plaquetaria. La acidosis diabética puede alterar la funcién de los
écidow grasos en la plaquetas.

Deade el punto de vista metabélico, son pocos los estudios realizados que relacionan
1a funcién plaquetaria y los cambios metabélicos en diabetes. Por ejemplo, la incorporacién
de glucosa in vitro a plaquetas diabéticas, estimuls la incorporacién de acetato en los fcidos
grasoe siendo que la incorporacién Gnicamente de acetato en feido lfurico, miristico o
palmitico es poca. La actividad de la glucosiltransferasa superficial es elevada, facilitando la
adhesién plaqueta-colfgenass,

Estudios realizados por Song-yuan e¢f al, ha demostrado que los niveles de AMPc
plaquetario en diabetes se ven disminuidos y no tienen relacién alguna con la sfntesis de TX
Bg™,

La actividad de ia ruta del araquidonato e» elevada en diabetes, haciendo a las
plaquetas hipersensibles. Eata actividad se refleja en los cambios de algunce mecanismos
involucradoa en la activacién plaquetaria. KEstudios realisados con plaquetss de rata
diabética han demostrado un incremento en la formacién de TX As, el cual es el responsable
de un incremento en la movilizacién de araquidonato de los fosfolipidos de la membrana%,

De igusl manera, la sintesis y metabolisrmo de prostsglandianas presenta un
inaremento en su actividad, la cual puede controlar, parciabments, la respuceta anormal de la
agregacién. Las plaquetas diabéticas tienen un inwemento de sustancias similares a la
prostaglandina E (PGE) en respuesta a los estimulos producidos por loe diferentes agonistas
426075, El papel principal de las prostaglandinas plaquetariss y endoteliales ee de mantener
la hemoetasia y el tono vascular. El malondialdehido, un biproducto de endoperéxidoe, as un
indicativo en la sintesin de prostaglandinas y sus niveles son elevados en diabetes. la
generacién de prostaglandinas y la agregaci6n plaquetaria se correlacionan con la magnitud
de niveles de malondialdehido?!.

La produccién plaquetaria de prostaciclinas (PGI), inhibidoras de la agregacién, se ve
alterada en diabetes por lo que sus nivelee disminuyen?.
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Los cambios ocurridos en el metabolismo de cide araquidénico sugieren un
desequilibrio en la sintesis de TX As y PQI; dichos cambios podrian acelerar el desarrollo de
loa cambios microvasculares que ocurren en diabates. Los cambics en ] metabolismo de PGI
pueden corregirse por un buen control en la diabetes mediante la relacién que existe entre la
glucosa sanguinea y los niveles de TXBs,

Las proteinas y glicoproteinas plaquetarias son potencialmente més susceptibles a la
glicacién no enzimética. Como ya se mencioné, la glicacién de protefnas ocasions una
disminucién en la fluidez de la membrana, mientras que la glicacién de glicoproteinas como el
complejo IIb/Ia puede ser responsable de la hiperagregacién que presentan las plaquetas
diabéticas 70.70a.76; lop cambioe que sufren las glicoprotefnas son cambios fivicos. La
calmodulina (CaM) también ests relacionado con este procsso a travée de la regulacién de la
cadena de la miosina cinasa y mediante la desactivacién de la éxido nftrico sintasa, que es
Ca®*.CaM dependiente. En diabetes, una quinta parte de CaM ee glicada, viéndose afectada
la funcién plaquetaria’,

En diabetes, los receptores plaquetarios también sufren cambios. Cuando las
plaquetas son estimuladas con ADP, el complejo GP IIH/IIIA, receptor de fibrinégeno, y la GP
Ib aumentan en nfimero™s; de igual manera, los receptores de fibrinégeno se ven
incrementados. La hipersensibilidad de la trombina de plaquetas diabéticas, tanto humanas
como de ratas, la cual ocurre a través de un mecanismo independiente de la activacién de la
ruta del araquidonato, podria estar involucrada en la alteracién de los sitice de unién de
trombina a su receptor o por un mecanismo postreceptor®s, La insulina incrementa el
ntimero de receptores plaquetarios en diabetes.

El tiempo de vida plaquetaria (sobrevivencia) es més prolongado en diabetes y eato
puedo deberse a una serie de factores tales como: actividad reducida de una ruta que altere a
las plaquetas; una actividad reducida del sistema fagocftico mononuclear; y, la alteracién en
la produccién de megacariocitos””. En algunos estudios se ha observado que la vida de las
plaguetas es reducida pero esto es, principalmente a la presencia de enfermedades
vasculares mis que a la diabetes™s,

Funcion plagquetaria en diabetes

Existen una serie de factores que influyen en la funcién plaquetaria de sujetos y de
animales diabéticos tales como la edad, sexo, terapia con insulina, niveles de glucosa
plasmética, niveles de fcidos grasos y albimina, factores plasméticos, etc.
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Aunque las plaquetas pueden contribuir a la generacién de aterosclerosis y

complicaci tromboembéli en diabotes, ol papel de éntas en el desarrollo de-
enfermodades vasculares en diabéticos no es claro. Sin embargo, la funcién plaquetaria con o
sin complicaci lares presenta una serio do variahles.

ADHESION. En diabetes, la adhesién plaquetaria es elevada. Diferentes estudios han
demostrado que la elevada sensibilidad esté relacionada con los niveles elevados del factor
von Willebrand ya que este factor es producido por las oélulas del endotelio vascular®®.
Légicamente, sujetos con enfermedades coronarias, diabéticos o no, presentan un incremento
en la adhesién. La elevada adhesién puede disminuir después del tratamiento con
hipoglucemiantes orales o con insulina%.

La adicién de glucosa in Vitro incrementa la adhesién plaquetaria en sujetos y
.animales, sean o no disbéticos debido a que inducen la liberacién de ADP de los grénuloe®.ss,

AGREGACION. Las plaquetas dicbéticas humanas o de animales presentan una
hipersensibilidad a los distintos agentes agonistas in vitro, por lo que la agregacién es muy
elevada (hiperagregacién); el incremento e# observado en la segunda onda de agregacién en
respuesta al ADP, epinefrina, fcido araquidénico, colfgeno o trombina®.%. El aumento en la
agregacién en respuesta al ADP de la plaqueta de ratas diabéticas se lleva a cabo sin la
activacién de la ruta del araquidonato o sin que exista liberacién de los grinulos®. La
trombina interacttia con los receptores plaquetarios activando a un nucleétido de guanina
unido a proteinas, activando a la foefolipasa C para originar 1,2-diacilglicerol, que a su ves
activa a la proteina-cinasa C para fosforilar protefnas de elevado peso molecular®,

Estudios realizados en ratas y conejos mencionan que existe un incremento en la
adhesién y agregacin cuando son tratados con aloxana o estreptozotocina y que
probablemente se deba a las alteraciones en la viscosidad o del metabolismo?.7,

En afios recientes se ha demostrado que la agregacién de plaquetas normslee

on pr ia de eritrocitos dizbéticos, lo cual puede deberse a una elevada hemélisis
durante la agitacién, la cual podria liberar grandes cantidades de ADP. El efacto de la
insulina sobre la agregacién plaquetaria parece estar mediado por los eritrocitos®.

+

Como se ha venido mencionando, la agregacién es dependiente de la ruta del fcido
araquidénico, por lo que en sujetos diabétioos la sintesis de TX As es mayor que la de sujetos
normales.

La dieta de pacientes diabéticos enriquecida con dicido linoléico parece tensr acuién
antagonista sobre la agregacién. La sustitucién de este &cido por otros scidos grasos coruo el
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oléico altera la funcién de la plaqueta®. De igusl manera, Ia dieta compuesta con aceite de
poscado (fcido graso 3-omaga) mejora la calidad de vida del paciente diabético. Bu funcién ee
la de elevar la produccién y liberaci6n de 6xido nftrico del endotelio el cual va a activar a la
guanilato ciclasa para estimular al GMPe y producir vasodilatacién, relajacién del endotelio
. al mismo tierpo, inhibir la agregacién .

Loa antiagregantes plaquetarios constituyen un grupo farmacolégico cuyo auge e
importancia adquiere dia a dia mayor consideracién por la estrecha relacién que existe entre
la funcién plaquetarin y lo» mecanismoe evolutivos de procesos cardiovasculares
trombogénicos como gerosclerosis, diabetes o hiperlipidemia®®. Firmacos coro el £cido acetil
salicflico (AAS) y derivados han demostrado una gran eficacia comw antiplaguetarice.
Actualmente el triflusal [4cido 2-acetiloxi-4-(trifluorometil)-bensoico), anslogo al AAS, es un
nuevo férmaco que e» utilizado como antiagregante plaquetario; presenta un perfil
farmacolégico, farmacocinético y bioguimico distinto al AAS ya que su via de eintesis es
distinta y carece da actividad antiinflamatoria®.

La insulina y los nitrovasodilatadores como el éxido nftrico, han demcstrado efecto
antiagregante en individuos y animales normales y diabéticos, tanto in vitro como in Vivos.®,

SECRECION. La liberacién de material intraplaquetario de los grénulos en disbetes e»
elevada. El PF-4 y la §-TG, proteinss especificas contenidas en loe a-grénulos, se
encuentran en grandes concentraciones en e} plasma. El PF-3, de actividad proccagulante,
también se encuentra elevado®®®.™, En ratas inducidas con STZ también existe un gran
incremento on la liberacién del contenido de los grénulos®,

COAGULACION. Entre los factores de coagulacién y la funcién plaquetaria en diabates
existe un estado de hipercoagulacién, habiendo un incremento en los factores I, V, VII, VIII,
X1y XTI 848, Con el incremento de la actividad coagulsnte, los inhibidores fisiolégicos de la
coagulacién se ven disminuidos; es e} caso de la antitrombina II1, originando una deficiencia
en la protefna C7.

En ratas diabéticas, e} efecto de la coagulacién esté acompanado por microtrombosis
en los vasos y hemorragias en los tejidos. Este efecto puede ser roversible con la previa
administracién de insulina®.

Eas de gran interés el incremento que sufren los niveles de fibrinégeno, los cuales son
importantes como factor de riesgo para las enfermedades isquémicas del corasén. Ei
fibrin6geno es una de las proteinas plasméticas que contribuyen a la viscosidad sanguinea; el
incremento de esta proteina se asocia con el riesgo de ateroaclerosin™,
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Las glicoproteinas plasméticas como la p-lipoprotefna, ceruloplasmina y as-
macroglobulina presentan niveles elevados en diabetes. Este grupo se conoce, junte con el
fibrinégeno, como “resctivas de fase aguda® ™,

El sistoms fibrinolftico (plasminégeno-plasmina) también ha sido evaluado em
disbetes. Bu actividad es diaminuida, en parte, por la glicacién del plasminégeno haciéndose
menos susceptible a la activacién. Bajo condiciones fisiolégicas, 1a actividad fibrinolitica de)
endotelio pusde ser modulada por varias rutas, 2 de las cuales se alteran cuando se presenta
diabetes: una os la reaccién de Ila trombomodulina-protefna C; la otra involuxa a
lipoproteinas 7.

En resumen, los cambios en los componentes hemostdticos y en el sistema
fibrinolftico no s6lo puede originar riesgos tromboembélicon elevados en pacientes diabéticos,
#ino que son importantes en la patogénesis de las complicaciones vasculares, incluyendo
aterosclerosis y microangiopatfa. (Tabla 7).



Tabla 7. Principales caracteristicas y cambios on la funcién plaquetaria en diabetes®.

Caracteristicas Cambios
Forma Discoide; esférica con pseudépodos (dondritas).
NGmero Normal.
Sobrevivencia Normal a elevado.
Recaptores Elevado el nimero de receptores de fibrinégeno.
Flevado el nimeroc de moléculas de GP ITb/I1la.
FElevado el némero de receptores de trombina.
Elevado el nimero de receptores de insulina.
Fluidez de la membrana Disminuida, asociada con Ia hipersensibilidad a
trombina.
Fosfolipidos Elevados.
Proteinas Flevadas.
Glicoproteinss Glicacién de la GP ITb/IMIa.
Cambios fisicos (elevado peso molecular).
Prostaglandinas Incremento en su actividad y sinteeis.
Elevada actividad en la ruta del araquidonato.
Disminucién de la sensibilidad a las prostaglan-
dinas.
Bintosis elovada de TX As
Flevados niveles de TX Bs.
Elevadoe niveles de malondialdehido.
Niveles de AMPc Disminuidos.
Enzimas Fosfolipasa As, elevada.
Del fcido araquidénico, disminuidas.
Arginssa, disminuida.
Gluocosiltransferasa superficial, elovada.
Adhesién Elevada; disminuye después del tratamiento.
Activacién Flovada.
Agregacién Elovada en respuesta a varios agonistas (hiper-
agregacifn).
Relacién con micro- y macroangiopatia,
Liberacién Niveles elevados de -TG, PF-3 y PF-4,
Agregacién de
plaquetas circulantes Flevada.
Coagulacién Incremento en los factores de coagulacién.
plasmitica .V, Vi1, VIii, X1 y XID).
Disminucién de los inhibidores fisiolégicos.
Glicoproteinas Niveles elevadoe de B-lipoproteina, ceruloplas-
plasméticas mina, ag-macroglobulina.
Fibrinégeno Elevado; importante como factor de riesgo.
Sistema fibrinolftico Disminucién de la actividad fibrinolitica.

Disminucién del factor activador del plasminé-
geno,

Alteracién de las rutas trombomodulina-pro -
tefna Cy 1 de la lipoprotefna.

Disminucién de la antitrombina III.
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INSULINA

La insulina es la hormona principal que regula el metabolismo de loe carbohidratos 4.
Eas socrotada por las células beta de los islotes de Langerhans en el pincreas, como respucsta
a un aumento en la concontracién de glucosa y aminofcidos en la sangre %. Ticne por cbjeto
controlar el transporte do la glucosa deede el torrente sanguineo hasta lan células donde es
oxidada mediante cinco transportadores (GluT) cuyos mecanismos son especificos; se
enumeran de acuerdo al orden de su descubrimientot®:

GluT:: Expresado en grandes niveles en las células endoteliales que cubren los vasos san -
guineos y forman una barrera entre el cerebro y la sangre.

GluTs: Se encuentra en érgance que liberan glucosa en la sangre como intestino, higado,
rifién y células beta del péncreas.

GluTs: Se encuentra en las neuronas.

GluT.: Principlal transportador en mtaculos y células grasas.

GluTs: Se encuentra en pequefias proporciones en intestino y rifién; su funcién avin no ha
sido demostrada.

Quimicamente, la insulina es una protefna pequefia cuyo peso molecular es de 5808,
compuesta por 51 aminoédidos que forman dos cadenas polipeptidicas: la cadena A o glicina
(por poseer glicina en el extremo) formada por 21 aminofcidos y, la cadena B o fenilalanflica
(por poeeer fenilalanina en el otro extremo) compuesta por 30 aminofcidos. Ambas cadenas
estdn unidas entre »i por tres puentes disulfuro, uno dentro de la unidad A y los otroe dos
entre ambas unidades 3447, Debe sefinlarse que los puentes disulfuroc son esenciales ya que
la ruptura de dicho enlace por reduccién, suprime la actividad de la insulina. La insulina ee
destruida por enzimas proteoliticas como la pepsins y quisniotripsina, inactivindose en el
tracto digestivo si se administra por via oral %¢.

La insulina, como todas las protefnas, se sintetiza en los ribosomas, en la superficie
del reticulo endoplésmico de las células beta o a partir de los aminoécidos respectivos, los
cuales forman un precursor insulinico denominado proinsulina, que es un polipéptido espiral
(constituido de 84 aminoAcidos y con un pesc molecular de 9600) y que se desdobla por accién
proteolitica en insulina y péptido conector C, eliminfindose 4 aminofcidos esenciales on las
posiciones 31,32, 64 y 65 9.8 (Fig.9).

La glucosa que pasa a ln sangre causa secrecién répida, que a su vez determina la
captacién, almacepamiento y uso de la misma por todos los tajidos del organismo,
especialmente higado, mdsculo y tejido graso. Una de los efectos més importantes de la
insulina consiste en que la glucosa absorbida se almacena casi de inmediato en el higado en
forma de glucsgeno. Cuando no se dispone de insulina y la concentracién de glucosa en
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sangre comienza a disminuir, el glucégeno hepstico es convertido de nuevo en glucosa que se

libera otra vez a la sangre evitando que la glucemia disminuya excesivamente®.

Cuando la glucemia comienza a disminuir hasta un valor bajo, el higado libera
glucosa a sangre circulants ocurriendo dos fenémenos:

- El péncreas disminuye la secrecién de insulina, deteniéndose el depéeito de glucégeno.
- La falta de insulina activa a la enzima fosforilasa que desdobla el glucégeno en fosfato de
glucosa el cual es transformado por la fosfatasa, en glucosa libre.
La accién hipoglucemiante de la insulina es equilibrada por la accién de las hormonas
del 16bulo anterior de 1a hipéfisis y corteza suprarenal; Ia hormona de crecimiento estimula la

socrecién de insulina pero un exceso puede causar hiperglucemia.

La insulina tiene accién sobre diferentes células a nivel de receptores; su accién la
lleva a cabo sobre células “blanco”, por la interaccién de recuptores especificos de la
membrana, como es el caso de los monocitos, adipocitos y hepatocitos®, eritrocitos y
plaquetast¢. Utilizando insulina marcada '®] o con insulina fluoresceina-isotiocianato, se ha
demostrado la presencia de sitios de unién plaquetaria; el nGmero de recaptores se ha
determinado que o8 de 25 sitios/um? por plaqueta. La interaccién de la insulina con sus
receptores podria activar diferentee rutas intraplaquetarias.

Las plaguetas son blancos para la acci6én de la insulina debido ya que presentan un
receptor de insulina bien caracterizado capaz de fosforilar a la subunidad beta; debido a que
la insulina modifica la respuesta plaquetaria hacia los agonistas que interactian con
diferentes receptores y activan diferentes rutas intracelulares, se cree que la hormona
influye en alg i bésicos de la agregacién plaquetaria%,

La insulina tiene efecto antagonista sobre la agregacién plaquetaria. El mecanismo
es mediado por un incremento de GMPc intracelular que se encuentra en el citosol
plaquetario, reduciento la respuesta de agregacién. Kl mecanismo antagonista es igual al
que realiza la L-arginina, el éxido nftrico y otros nitratos orgénicos, es decir, mediante la
estimulacién de guanilato ciclasa soluble, que es quien incrementa los niveles de GMPe#. La
activacién de la guanilato ciclasa por insulina podrfa ser mediada por los receptores de
insulina que se encuentran sobre la superficie plaquetarial¢4. La insulina no tiene efecto
directo sobre la PLC ni sobre el TXAs, pero si sobre el 1,2-DAQ el cual activa a la protefna

cinasa C,
La L-arginina interviene on la secrecién de insulina inducida por protefna ejerciendo
la liberacién de insulina y 6xido nitrico, inducida por glucosa®.
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Figura 0. S ia de aminoécidos de la proinsulina humana. Por rompimiento protaclitico
son eliminados cuatro aminofcidos (31,32,64 y 65) y el péptido conector, convirtiéndoso asf la
proinsulina en insulina.




De acuerdo a los estudios de Schmidt et al existe 1a powibilidad de que el 6xido uftrico
y los nitrovasodiltadores exégenos liberen insulina de las oélulas beta por la estimulacién de
la guanilato ciclasa, lo cual ha sugerido ser un mediador en la secrecién de insulina. La
regulacién de insulina por L-arginina ha sido reportads como deficiente en pacientes no
insulino dependiontes pero no on pacientos insulino dependientes; de esta manera, las
alteraciones de la ruta oxidativa de la L-arginina pueden participar como un mecanismo de
patogénesis en Diabetes mellitus®.

1-ARGININA

La L-arginina (Acido a-amino-5-guanidin-valerifnico) es un aminoicido alifatico,

considerado como i ial ya que puede ser sintetizado por los mamiferocs y aves poro no

en cantidades suficientes para su méximo desarrollo, por lo que se requiere en la dieta para
mantener los niveles adecuados en el organismo, scbre todo on las etapas tempranas del
desarrollo para mantener una sintesis activa de protefnas y para realizar mdltiples procesos
bioquimicos y fisiolégicoa®:.

La L-arginina se metaboliza mediante dos mecaniamos complementarios:

- Hidrélisis enzimitica, que ocurre por accién de la enzima arginasa no sélo en el ciclo de 1a
urea sino también en tejidos extrahepéticos y gue lleven a la formacién de ornitina y urea.

- Desaminacién oxidativa, proceso por el cual se conserva el radical gusnidinico utilizséndose
en la sfntesis de creatinina y de otros productos con gran actividad biolégica.

La L-arginina sigue varios destinos metabélioos por lo que sus niveles plasmiticoas
pueden detectarse bajos en un momento dado. Algunos érganocs y tejidos pueden requerir de
un mayor aporte del amino4cido por lus funciones que desempefian, tal es el caso del higado y
péncreas. Por ser un aminodcido glucogénico, se oxids a glutamato y éate, por oxidacién
produce a-cetoglutarato, un intermediario en la sfntesis de glucosa (Fig.10).

Junto con L-glicina y L-mationina, L-arginina participa en Ia sintesis de creatinina
que es un compuesto clave para el almacenamiento de grupos fosfato en forma de

y o

&4 1

tinina en

y nervioa. Interviene en la concentracién de DNA ya que forma
parte de las histonas y protefnas junto con la L-lisina, siendo las histonas H3 y H4 las que
presentan mayor cantidad de L-arginina. La funcién del amino4cido en las proteinas es el de
dar carga positiva a pH neutro para poder combinarse oon el DNA diplohelicoidal cargade
negativamente, dando lugar a complejos DNA-histona, los cusles son una manera de unir la
cadena de DNA en células eucaribticas.
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8o ha domostrado que lu L-arginina estimula 1a produecién de insulina. interviniendo
" en la biosintesis de éata ya que forma parte del péptido C en los residuos 31, 32 y 665, los
cuales son sitios donde se desarrolla la hidrélisis con tripsina para la liberacién de insulina®.
Se cree que el potasio causa la liberacién de insulina abriendo los canales de calcio sensibles a
los cambios de voltaje. La L-arginina cierra estos les de las células alfa estimulando la
produccién de insulina o inhibiendo el glucagon. La liberacién de insulina también se debe a
la carga positiva no especifica y a los efectos del pH™.

En posible que la L-arginina sea metabolizada dentxo de las células bota ya que se ha
comprobado que en lon islotes de Langerhams transplantados de higado de rata, este
aminoécido estimula la produccién de insulina. La secrecién de insulina estimulada por L~
arginina es de la misma naturaleza que la estimulada por 1a glucosa®.

La respuesta de la insulina a Ia L-arginina disminuye con la edad y es independiente
al secretagogo utilizado. Lo anterior se relaciona con la actividad do la enzima glicerofosfato
deshidrogenasa y al aumento en la produccién del estado diabético®.

En grandes cantidades (*500mg/g peso corporal), la L-arginina produce dafio en el
phincreas, los cuales incluyen la desorganizacién progresiva y degeneracién del reticulo

dopldsmico rug de las células acinares, asi como una reduccién en ol nimero do

zimébgenos observados®.

Interviene en la bioafntesis de poliaminas por medio del ciclo de 1a urea; la L-arginina
o8 hidrolizada por la enzima arginasa, formando urea y ornitina; adem4s, incrementa la
actividad de arginasa y la formacién de putrescina en el pincreas de ratas normales y
diabéticas inducidas con aloxana®.

La L-arginina tiene accién antagonista sobre la agregacién plaquetaria. Uno de los
primeron estudios fueron los realizados por Salzruan y Chambers en loa que mencionaban
que la inhibicién se debia a que el grupo a-amino era bloqueado o sustituido por grupos metil
éster. Estos derivados de L-arginina, benzoilarginina metil ester (BAME) o tosoilarginina
metil éater (TAME) inhibfan de manera eficiente la agregacién si el grupo carboxilo era
sustituido por un éster o una amida y si el grupe a-amino se encontraba libre o bloqueado.
Estos estudios concluyeron que ni la L-arginina por si sola ni el grupo guanidino podian
inhibir la agregacién inducida por ADP®?,
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Actualmente se sabe que el efecto antingregante in vitro se debe a la formacién de
6xido nitrico mediante un mecanismo conocido como ruta de la L-arginina/oxido nitrico
979 donde el 6xido nftrico es sintetizado a partir de los fitomos de nitrégeno del grupo
guanidino en las célul doteliales®-101_

El mecanismo de i6n por el cual so lleva a cabo la inhibicién do la agregacién
plaquetaria por L-arginina es el siguiente: las plaguetas poseen un grupo guanilato ciclasa
soluble, el cual, cuando es activado y mediante un “feedback® negativo, induce un incremento
on los niveles de GMPec (el cual es un segundo mensajero de neurotransmisores y hormonas)
en el citosol plaquetario. Esta estimulacién es dependiente de NADPH y Ca* y esté asociada
con la formacién de 6xido nitrico. El éxido nftrico intraplaquetario formado es el responsable
de la inhibicién de la adhesién y agregaci6n®-10%; por ser una molécula lipofilica penetra con
facilidad la membrana plasmética formando un complejo con el grupo hemo de guanilato

ciclasa soluble. El complejo 6xido nitrico-hemo es quien activa a la enzima para incrementar
los niveles de GMPc. Es probable que e] nucleétido ejerza su accién afectando la fosfolipasa
C (PLC) y disminuyendo la concentracién de caleio intracelular® (Fig. 11).

Aunque la agregacién plaquetaria humana es inducida por colégena e inhibida por el
aminofcido, ambas inducen un incremsnto en loas niveles de GMPc¥7.%9,

El efecto antiagregante de la L-arginina es potenciado por las prostaciclinas y por un
inhibidor selectivo de la GMPc fosfodiesterasa, ¢l 2-O-propoxifenil-8-azapurin-6-ona (M&B
22948) que bloquea la hidrélisis del nucleétidotos-105,

La sintesis de 6éxido nitrico se lleva a través de la accién de una enzima soluble
dependiente de calcio, la éxido nftrico sintasa (NOS, E.C.1.14.13.39), la cual ¢s activada
cuando las plaquetas son estimuladas, con la subsecuente formacién de L~citrulina®.198, L
éxido nftrico sintasa puede ser inhibida por N%-monometil-L-arginina (L-NMMA)%.99.108,107,

Recient te se ha d trado que esta enzima puede ser de dos tipos 1) constitutiva
(cNOSB), deponde de cadmodulina y ee tra en oélul dotoliales y en el cerebro; 9)
inducible (NO8S), la cual est4 expresada en macrégagos, hepatociton, células de los tabulos
renales, etc.107a107b,

El éxido nitrico ha sido identificado como ol factor relajante derivado del endotelio
(FRDE) que ademfs de su efocto relajante sobre las células vasculares del misculo
liso106.108109, jnhibe la formacién de trombos, produce vasodilatacién y se ha visto que es
regulador normal de la ereccién del pene!? . Vasts ef al identificaron un sistema de
transporte para la L-arginina sobre plaquetas humanas, las cuales captan al aminoscido
mediante un sistema de transporte de alta afinidad, cuyo comportamiento es similar al del so
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Figura 10. Destinos metabélicos de la L-arginina.

dio extracelular y el cual e inhibido por los aminoécidos catiénicos!™e,

ARGINASA

La arginasa (L-arginina aminohidrolasa, E.C. 3.5.3.1) es 1a enzima terminal del ciclo
de la urea que cataliza la hidrélisis de L-arginina para formar L-ornitina y urea, y detectada
inicialmente en el higado de mamiferos!! en la actualidad se ha demostrado su presencia en
otros tejidos como rifién, testiculo, bazo, pfincreas, placenta, sangre, suero, eritrocitos,
linfocitos y, recient te on plaquetas y células espermsticas’!!,

En animales, esta enzima existe en la fraccién soluble del citoplasma y en las
diversas estructuras celulares como mitocondrias, lisosomas, aparato de Golgi y posiblemente

en el nticleo.
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B Farmacologia
Figura 11. Mecanismo de accién del éxido nftrico scbre la fisiclogia (A) y farmacologia (B) del
endotelio. Por la activacién de un receptor del endotelio vaseular por bradiquidina o acetileolina
se produce una entrada de calcio, el cual incrementa dentro de 1a oflula para estimular a la
enzima éxido nitrico sintasa (NOS). El éxido nftrico formado a pnrhrd.hlmpm estimula
a la enzima guanilato ciclasa soluble, resultando un inaremento scbre la sintesis de GMPe,
produciendo una relajacién en el endotalio y la inhibicién de 1a agregacién en las plaquetasi®e.
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Esta enzima requiere 1a presencia de un catién divalente como el ion Mn" para su
actividad. Para la arginasa se han identificado divorsas formas moleculares, iscenzimas, las
cuales presentan diferencias en algunas propiedades bésicas como movilidad electroforética,
solubilizacién y sensibilidad ai ealor.

Ademss de la fraccién hepitica donde participa en el ciclo de la urea, la actividad de
la arginana estd asociada con la regulacién de diversos procesos colulares como la bicsintesis
de poliaminas donde facilita la disponibilidad do L-ornitina. Puede toner una funcién
emencial en la sintesis de protefna pancreftica. l.a participacién do la enzima en esta
biosintesis a través de las poliaminas puede representar parte del mecanismo para la
regulacién de la biosintesis y secrecién de insulina®.

POLIAMINAS

Las poliaminas son moléculas catiénicas aliffticas, no protéicas, de bajo peso
melecular, presentes en células eucaribticas, unidas covalentemente a £cidos nucleicos por lo
que pueden ser removidas por medio de hidrélisis £cida ligera. De estas, la putrescina, la
espermidina y la espermina constituyen el grupo de poliaminas que més ha sido estudiado?!s.

Las poliaminas cumplen una funcibn importante en la regulacién de diversoe
procesos tales como crecimiento y proliferacién ocelular, multiplicacién y diferenciacién;
estabilizacién de membranas celulares y de particulas subcelularos; catdlisis y control de la
biosintesis de &cidos nucleicos; efectos sobre la sintesis de proteinas; efecto sobre varias
reacciones metabélicas e inhibicién de la agregacién plaquetarial3.

Estas moléculas, a janza de los fcidos nucleicos, aminodcidoa o proteinas, se
encuentran distribuidas ampliamente en los sistemas vivientes, lo que quizd sea un
indicativo de que su presencia es esencial para la realizacién de los procesos besicos de la
funcién celulari!3. Las poliami ostén pr tos en tejidos de mamifercs y fluidos
corporales unidos covalentemente con proteinas, por ejemplo, formando enlaces bis-(u-
glutamil)espermidinall«.

En los mamiferos, incluyendo al hombre, la ospermidina y espormina ostdn presentes

d

en la mayor parte de los tejidos en una ntracién aproximada de 1 mM, mientras que la
putrescina estd presente en concentraciones bajas, excepto en tejidos que estén estimuladow
al crecimiento o que tienen un comportamiento celular proliferativo como e# el caso do la
médula 6meal?3-11, En general, los procariontes tienen mss altas concentraciomes de

putrescina que de espermidina y espermina!13.113,
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Los niveles intracelulares de poliaminas, particularmente espermina y putrescina,
aumentan espectacularmente con el crecimiento tanto en células normales como neopldsicas.

La putrescina es el procursor de la sintesis de la espermidina y espermina, de las
células animales; su sintemis es a partir de do la L-ornitina, sin embargo, en las células
vegetales superiores en bacterias y hongos la putrescina se obtiene a partir de agmatina, que
a su vez es producida por la descarboxilacién de la L-arginina!!s,

Sintesis de poliaminas.

La mayoria de las enzimas que participan en la biosintesis de poliaminas se localizan
en ol citosol. En mamfferos, la ornitina descarboxilasa (E.C. 4.1.1.17) cataliza el paso inicial
de la biosintesis. Esta enzima transforma la ornitina en putrescina; la espermidina y
espermina se forman a través de la putrescina y eepermidine, respectivamente por la
transferencia de un residuo de propilamina aportado por la S-adenoeilhomocisteamina.
Estas reacciones ostin catalizadas por la enzima S-adenceilmetionina descarboxilasa,
espermina y espermidina sintasas!t3118117 (Pig. 12).

La L-ornitina necesaria para la sintesis de poliaminas proviene del plasma, ademss
de que puede formarse por accién de la arginasa a partir de L-arginina, como lo demuestra el
hecho de que durante el aumento en la sintesis de poliaminas aumenta la actividad de
arginasalld,

Las poliaminas se encuentran en altas concentraciones en los islotes pancredticos.
Su presencia estd restringida en la produccién de insulink en las células beta y se ha
encontrado que estén asociadas con los grénulos secretares. In vitro, la glucosa no sélo
estimula la biosintesis de de L-ornitina sino también de putrescina. Se ha demostrado que
las poliaminas puedon actuar como sustratos para las transglutaminasas y como
moduladores de las potefna-cinanas!!s,

La espermina y espermidina son cap de antagonizar los efectos de la heparina
aobra los canales de calcio y la actividad ATPasa dependiente de calcio de las vesiculas del

retSculo endopldsmico y vesiculas derivadas del sistema tubular denso de las plaquetas!?®,

La biosintesis de poliaminae es necesaria para la proliferacién y diferenciacién de
células hematopoiéticas adultas, principalmente las de la serie granulocitica. En rata, la
inhibicién de la biosintesis de poliaminas con difluorometil-ornitina (FsMeOrnt) tiene efoctos
sobre su sistema hematolégico como el acelerado crecimiento de las células hematopoibticas
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progenitoras. Son esenciales para un cuidado apropiado de los elementos celulares de la
sangre circulante!%,

La fosfolipasa C (PLC) es responsable de iniciar la reaccién de liberacién de dcido
araquidénico; es reducida en un 50% de su actividad original por la presencia de poliaminas
en células sanguineans de pacientes con fibrosis quistica, peoriasis, linfoma o leucemia por lo

que las poliaminas incr tan el tiempo de sangrado en estoe pacientes, produciendo una
disminucién de la liberacién de &cido araquidémico para Ia subsecuente biosintesis de
tromboxanos y endoperéxidos de prostaglandinas. Esto se debe ul desplazamiento de iones
calcio de los sitios de unién de la PL.C. La espermina inhibe a la PLC por un mecanismo no
competitivo con respecto al calcio, lo que significa que la interaccién de esta poliamina no es
en ol sitioc donde se ve afectada la actividad enzimbtica, sino que actiia como inbibidor

ap titivo con r pect al foafatidilinositolt®l.

Las poliaminas ti un efacto antagonista sobre la agregacién plagquetaria inducida
por diferentes agentes agonistas. La espermina ademss de inhibir la agregacién inducida por
colégena, inhibe la liberacién de serotonina; inhibe la agregacién inducida por trombina
mediante dos mecanismos: 1) interficre en la unién de trombina con sus receptores
plaquetarios y/o 2) interfiere en ol paso de unién de la trombina, la cual estd involucrada en
ol pr de acoplamiento. Ademis, la espermina tiene como mecanismo de accién el de
inhibir la PLCy a }a PKC4.

El efocto antagonista de las poliaminas e mediante la inhibicién de 1a PKC ya que se
ve inhibida la formacién de 1,2-DAG.

Las poliaminas son mojores inhibidores de la agregacién plaquetaria que las aminas
primarias y su efecto incrementa conforme aumenta la longitud de la cadena alifitica, es
decir:

espermina > espermidina > putrescina

La inhibicién de la secrecién inducida por trombina es debido a la inhibicién de la
formacién de 1,2-DAG. y a la movilizacién de caltio, ya que ambos son importantes
mediadores de la secrecién de los grénulos densostt.a,

Rehse et ol ha presentado 11 derivados lipofilicos de pequefias aminas biogénicas asf
como 28 derivados de poliaminas (tri- y tetraaminas) de las cuales 23 de éetas presentan
accién inhibidora de la agregacién plaquetaria inducida por coldgena!®s. Otras oligoaminas
hidrofilicas tales como la RE 1888 y Ia RE 1492, han demostrado también efectos
antagonistas sobre la agregaci6n plaquetaria e inhibicién de la peroxidacién de lipidostite,
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Figura 12. Biosintesis de poliaminas.
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MATERIAL BIOLOGICO

ANIMALES

So emplearon 180 ratas macho de la copa Sprague Dawiey con un peso aproximado
de 310450 g. mantenidas en un bioterio en condiciones adocuadas de alimentaciénm,
tomperatura e higiene.

MATERIAL QUIMICO E INSTRUMENTAL

Induccion de diabetes
Para la induccién de dinbetes se utiliz6 monohidrato de aloxana (Bigma Chem.Co.
Cat.No. A-8128).

Determinacion de glucosa sanguinea
Para la determinacién de glucosa sangufnea se utilizé un kit conteniendo el reactivo
de glucona oxidasa (Boehringer Mannheim Cat.No. 105 139).

Determinacion de lipidos
Para la determinacién de lipidos se utilizé un kit para lipidos totales (Merck
Diagnostic Art.No. 3321).

Determinacion de triacilgliceridos
Para la determinacién de triacilglicéridos se utilizé el reactivo para triglieéridos del
grupo Trinder (8igma Diagnostics Cat.No. T-7661).

Determinacion de proteinas
Para la determinacién de protefnas se utilizé reactivo de Folin-Ciocalteu 2N (Bigma
Chem.Co. Cat.No. F-9252) y albGmina bovina (fraccién V, Sigma Chem Co. Cat.No. A-4503).

Actividad de arginasa

Para la determinacién de la actividad de arginasa se utilizé estédndar de urea (Sigma
Chem.Co. Cat.No. U-4128), ticsemicarbagida (Sigma Chem.Co. Cat.No. T.7625), diacetil
monoxima (Sigma Chem.Co. Cat.No. B-0753), Trizsma®HCl (S8igma Chem.Co. Cat.No. T-1603),
cloruro de manganeso tetrahidratado (Sigma Chem.Co. Cat.No. M-3634), glicina (Sigma
Chem.Co, Cat.No. G-7126), L-arginina (Merk & Co. Art. 1542).
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Pruebas de agregacion plaquetaria

Para las pruebas de agregacién plaquetaria se utilizé ADP anhidro (sal de sodio,
Sigma Chem.Co. Cat.No. A-0127), epinefrina (Sigma Diagnostice Cat.No. A-885%5), trombina
hurnana (Ortho Diagnostic System, Code 731200), insulina is6fana bovina NPH de accién
intermedia (Eli Lilly & Co.), L-arginina (Merck & Co. Art. 1542), diclorhidrato de putrescina
(Sigma Chem.Co. Cat.No. P-7605), triclorhidrato de espermidina (8igma Chem.Co. Cat.No. 8-
2501) y tetraclorhidrato de espermina (Sigma Chem.Co. Cat.No. 8-2876).

Para la agregacion plaguetaria se emples un agregémetro Bryston® para medir la
transmitancia de luz adaptado a un registrador Chrono-Log (Linear Instrument Corp.) para
graficar las lecturas.

Determinaciones colorimeétricas
Las determinaciones colorimétricas se hicieron con un espectrofotémetro DU®64
(Beckman).

METODOLOGIA

Loe animales de experimentacién se dividieron en dos grupos. El primer grupo fue de
ratas normales mientras que al segundo grupo se les indujo diabetes mediante la
administracién de una solucién de aloxana a una dosis de 120 mg/Kg de peso, preparada en
solucién salina al 0.9% via intraperitoneal. Fato produce un estado diabético por dafio
especifico a las células beta pancreéticas, produciéndose hiperglucemia a las 96 hre,
encontrindose los niveles mas altos de glucosa en suero. En respuesta a este estudio, los
animalos presentaron poliuria, polidipsia, niveles de glucosa en sangre total mayor a 360
mg/dl, pelo erizado y pérdida de peso.

La muestra de sangre se extrajo via bifurcacién de la aorta (fig. 13) y se colecté on
tubos de ensaye conteniendo anticoagulante citrade (citrato de sodio 3.8%, pH 6.3) en un
volumen de 900 jul para rata normal y 1 ml para rata diabética, para obtener un volumen
final de 8 ml. Los animales fueron previamente inyectados con 0.4 ml de droperidol
(Dehidrobenzoperidol® y 0.6 m! de ketamina (Ketaclor®) 8e debe mencionar que las jeringas
se preparaban con una parte de anticoagulante para evitar la coagulacién de la sangre.

Las pruebas de agregacién plaquetaria se realisaron de acuerdo al método de Born!®,

Las determinaciones de glucosa, lipidos totales, trilglicéridos, proteinas y actividad de
arginasa se realizaron mediante las técnicas de Trinder!®, Frings et al'% y Knigth ef al!®s,
Wahlefeld!?®, Lowry et al'$? y Kung et al!®, respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION




RESULTADOS

1) Niveles de glucosa, triglicéridos y lipidos totales

Después do las 96 hre. de la induodién de diabstes con aloxans, el peso de las ratss
fue mé» bajo que el de las ratan normales (de 425.61+13.01 a 253.04£17.86; mediasD.E.,
P<0.05).

En la determinacién de glucosa encontramons una elevacién muy marcada en el grupo
do ratas diabéticas, encontrindose los niveles més elevados a las 96 hre. despuée de la
induccién. (Tabla 8).

En la determinacién de triglicéridos se observé una mavcada elevacién on el grupo
diabético a partir del segundo dia, encontréndose los méximos valores entre los dins 3 y 4,
mientras que con la concentracién de lipidos totales encontramos que el grupo de ratas

diahits ¢ doad ol : d‘l. al £nd 1a Ldui

| 3

pr ta wun inor

concentracién a lns 96 hrs. (Tabla B).

2) Actividad de arginasa plaquetsria

La actividad de arginasa tanto en plaquetas humanas como de ratas norrales fue
mayor comparada con la actividad de la» plaquetas de rata con diabetes inducida.

3) Agregacion plaquetaria en plasma de rata normal

La agregacién plaquetaria inducida por ADP (2.6 pM/ml) fue inhibida tanto por L-
arginina (10uM) como poliaminas (10nM) e insulina (A0U/ml); ol efecto antiagregante es
dependiente de la concentracién. La agregacién plaquetaria no fue mayor dol 50%.

La espermidina fue la poliamina que present6 el mejor efecto antiagregante en
presencia de ADP (Tabla 10, graficas8 y 5a).

La agregacién inducida por epinefrina (250 uyM/ml) fue inhibida sélo por L-arginina
(10uM) y poliaminas (10uM pero no por insulina. La agregacién plaquetaria para el caso de
los 4 primeros antagonistas no fue mayor del 50%.

La insulina no presenté efecto antiagregante debido a su elevada comocentracién
(10U/ml sobre epinefrina. La L-arginina fue ol antagonista que mejor inhibi6 la agregacién
plaquetaria inducida por epinefrina (Tabla 10, gréficas 6 y 6a).
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El mejor efecto antiagregante de ls L-argivina (10 pM), poliaminas (10 uM) e insulina
(10 Utml) fue sobre trombina (0.4 U/ml) en plaquetas de rata normal. Para el cano de loe
cuatro primeroe antagonistas, la agregacién no fue mayor del 15%, teniendo el mejor efecto la
L-arginina; la insulina present6 una agregacién no mayor del 42%. Fato se debi6 a Ia elevada
concentracién utilizada sobre los plasmas (Tabla 10, graficas 7y 7a).

86 ostudib Gnicamente e} efecto de Ia trombina (4 U/ml) sobre plaquetas de rata con
diabetes inducida debido a que, tanto e} agente diabetogénico como el anestésico, alteraron la
funcién plaquetaria tanto in vive como in vitro.

Tanto la Learginina (10 pM) como la poliaminas (10 pM) tuvieron un efecto
antiagregante menor, esto se debe a que cuando ee presenta diabetes la agregacién
plaquetaria es mayor y més répida (hiperagregacién), teniendo el mejor efecto la L-arginina.

La insulina no inhibié 1a agregacién plaquetaria inducida por trombina en plagquetas
de rata diabética debido a la elevada concentracién utilizada (Tabla 11, gréficas 8 y 8a).
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Tabla8. Promedio + D.E. de la concentracién de glucosa, trigliséridos y lipidos totalee

en el suero de ratas normales y disbéticas.
| Ratas normales Ratan diabéticas
Glucosa (mg/dl) 132.5& 2.6 543.3+16.9*
Triglicéridos (mg/dl) 620+ 8.2 823.0+ 6.1*
Lipidos totales (mg/dl) 281.8+19.6 1134.7430.3*
Cada valor corresponds &l promedio + D E. ds 4 determinacionss.

La dishetes se indujo con 120 mg de aloxana por Kg de peso.
*1.a diferencia es significativa con respecta a los contrales (P<0.01).

Tabla 9. Actividad de arginass en plaquetas humanas y de ratas normales y diabéticas.

| Plaquotas humanas

Cuenta plaguetaria 750,000*

Plaquetas rata normal

Plaquetas rata diabética

950,000
(plaguetas/ml)
Caoncentracién de
proteinas totales
(mg /108 plaquetas)
Actividad de arginasa
(nmolee urea/mg pro -
teina/min).
m 1

2.112140.144 1.758340.110

0.1280+0.011 0.116340.024

Y

1,000,000*

2.2563+0.138

0.078340.006

P elp
'm .‘ o

DE. ds 3 determinaciones.
@ se realizb por duplicad
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Tabla 10. Efecto antiagregante de L-arginina, poliaminas (putrescins, espermidina,
espermina) e insulina sobre tres diferentes agonistas en plasma de rata normal.

Agonista Control  L-arginina Pufrescina Espermidina Fapermina Insulina

(10 M) (10 pM) (10 pM) (10 pM) (10 U/ml)
ADP 86.76+7.34 37954497 36.06:4.19 16.00+2.31 21.60+1.83 47.63+ 2.99
(2.5 uM/ml)

Fpinefrina  83.00:5.60 1550+322 26.25+363  28.19:501  2B.75:4.42 76.62+10.09
(250 uM/mi)
Trombina  91.50:4.10 5.79:528  9.16+4.82  14.45:308 1260442 4131 2.74
0.4 Ufmb)

Cada valar represent aje de agregacién y coresponde la promedio + D.E. de 6 determinaciones. -
La diferencia es nmncnr.ivn (P«0.01).

Tabla 11. Efecto antiagregante de L-arginina, poliaminas (putrescina, espermidina y
esperming) ¢ insulina sobre trombina como agonista en plasma de rata diabética

Agonista Control L-arginina Putrescina Espermidina Espermina Insulina
(10 uM) (10 uM) (10 pMy (0pMy (10 Ulm))

Trombina 90.3+3.21 22.42.27 34954337 40.31£1.96 38.144.16  84.12+1.99

(4 Uml)

Ceda valor rep de agregacitn y cor

, La diferercia es ﬂmﬁeauva M 01).

ponde la p dio+ D.E. de b determinaciones.
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Griafica 5. Efecto antiagregante do L-arginina y poliaminas (putrescina, espermidina y
espermina) comparado con el de 1a insulina, sobre la agregacién inducida por ADP (2.6 pM/mb),
en plaquetas de rata normal.
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Grifica 5a. Efecto de L-arginina (10 uM), pohlmm' (putmwm espermidina, espermins, 10
pM) e:mlinn(lomml) aobre la agregadita plaquetaria inducida por ADP (2.5 pM/m).
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Grafica 6. Efecto antiagregante de L-arginina y poliaminas
(putrescina, espermidina y espermina) comparado con el de
Lo insulina, sobre 12 agregacién inducida por epinefrina (250
puM/ml), en plaquetas de rata normal.
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Qrafica 8a. Efecto de L-arginina (10 uM), poliaminas (putrescina, espermidina, espermina, 10
M) e insulina (10 Usnl) sobre la agregacién plaquetaria inducida por epinefrina (250 uMiml).
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Grafica 7. Efocto antiagregante de L-arginina y poliaminas
(putrescina, espermidina ¥ espermina) comparado con el de
1 insulina, sobre la sgregaci6n inducida por trombina (0.4
Utml), en plaquetas de rata normal.
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Grafica 7a. Efecto de L-arginina (10 gM), poliaminas (putrescina, espermidina, espermina, 10
pM) e insulina (10 U/ml) sobee la agregacién plaquetaria inducida por trombins (0.4 U/ml).
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QGrifica 8. Efecto antiagregants de L-arginina y poliaminas
(putrescina, espermidina y espermina) comparado con el de
la insulina, sobre Ia agregacién inducida por trombina (4
Ulm)), en plaquetas de rata diabética.
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Grifica 8a. Efecto de L-arginina (10 M), poliaminas (putrescina, espermidina, espermina, 10

uM) e insulina (10 U/ml) scbre la agregacisn plaquetaria indueida por trombina ((4 U/ml)




DISCUSION DE RESULTADOS

Loe reeultados de este estudio indican que las oconcentraciones de gluccsa,
triglioéridos y lipidos totales en sangre de rata se afectan cuando ee induce disbetes con
aloxana. Fatos resultados concuerdan oon reportes previos obtenidos en diversos modelos
experimantalee!®.

Actividad de arginasa

Algunos estudios no consideran importants el conteo plaquetario cuando ee presenta
diabetes™. En nueatro estudio, las plaquetas se contaron para determinar la actividad de
arginasa tanto en plaguetas de rata normal como de rata diabética y se compard eeta
actividad con la de las plaquetas humanas.

No existen reportes previos que indiquen la presencia de arginasa en plaquetas. Es
posible que esta enzima, cuya presencia ha sido demostrada en este estudio, sea importante
para proporcionar la ornitina requerida para la siutesis de poliaminas, ya que ls ha sido
atribuida esta funcién en tejidos extrahepitioos. La ornitina ee el sustrato natural de la
ornitina descarboxilasa que ocataliza la formacién de putrescina produciéndose asf el
precursor de las poliaminas espermidina y espermina. Pﬁruhn:hnauquohnrn‘nm
puede ser una de las enzimas que regula la fase inicial de la biosintesis de poliaminas en la
plaqueta, ademss de su funcién bien conocida en el ciclo de la urea!¥®,

Efocto do L-arginina y poliaminas

Los resultados obtenidos en la agregacién plaquetaria indican que la arginina, las
poliaminas y la insulina mostraron ser excelentes antagonistas cuando la agregaciém fue
inducida por los distintos agonistas (ADP, epinefrina y trombina).

Loe PRP tratados con L-arginina no mostraron agregacién. El efecto antiagregante
de este aminodcido se explica por la formacién de éxido nitrico en el citoso} plaquetario
mediante 12 enmma Sxido nttrico sintasa, depediente de calcio y NADYIS, que se activa

cuando las plaquetas eon estimuladas por los distintos agonistas. Estos resultados coinciden
oon las investigaciones realizadas por Radomaki et of %9 quienss han demostrado que el
efecto antiagregante de L-arginina es atravée de la formaciém de éxido nfirico el cusl
estimuls a la enzima scluble guanilato ciclasa incrementando los niveles de GMPe, ol cusl
“secuestra” sl calcio, por lo que se ancuentra en menor propordisn para llevar a cabo Ia
agregacién plaquetaria. Es probable que la agregacién plaquetaria in vivo sea regulads por
el 6xido nitrico intraplaquetario asf como por el éxido nitrico y las prostaciclinas de endotelic.
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El efecto antiagregante de las poliaminas pusde explicarse por dos mecanismos: uno,
on el cual dos enzimas se ven inhibidas, la foefolipasa C (PLC) y la protefina cinasa C (PKO),
inhibiendo la formacién de 1,2-DAG; e) otro, especifico do la espermina, es mediante la
fijacién de esta poliamina sobre los receptores del fibrinégeno, mecanismo similar al que
realizan los amino-azficares. En nuestro estudio, la poliamina que mostré el mejor efecto
antiagregante fue la espermina tanto en plasms de rata normal como de rata diabética,
sunque también la putrescina y la espermidina (espermina>espermidina>putreecins)
mostraron este efecto.

Eatas observaciones concuerdan con Jos estudios realizados por Nahas et ol y
Joasph et alt. Dobido a que la PLC es la enxima responsable de la reaccién inicial en la
liberacién de #&cido araquidénico para la subsscuente biveintesis de endoperéxidos de
proataglandinas, quienee son los promotores de 1a agregacién por la liberacién de ADP. Eatos
autores han propuesto dos mecanismoe por los cuales se lleva a cabo la inhibicién de
agregacién con poliaminas: 1) mediante la interaccién iénica de los grupos amino cargadoe
positivamente con las cabezas polares cargadas negativamente del fosfatidilinositol (PI)
produciendo desplazamiento de calcio del sustrato; 2) por desplazamisnto de los ionee caleio
de loa sitios de unién de las enzimas.

En los estudios realisados por Joseph et a'*! deamostraron que la espermina inhide
especificamente a la trombina interfiriendo con los receptores de unién. En nuestro estudio

creemos que el efecto antiagregante de las poliaminas es debido a un mecanismo de unién de
estas moléculas sobre los receptores plaquetariocs.

Existen investigaciones que describen que la insulina reduce el efecto agregante
inducido por distintos agonistas. En nuestro estudio, la insulina no presenté gran eficioncia
debido a que utilisamos una concentracién mfes elevada. Estudios realizados por Trovati ez
al4, utilizando concentracionee picomolares (PM) han demostrado Ia accién antagonista de la
insulina.

En nuestro estudio el efecto antagonista de la insulina se presenté en loa PRP
estimulados con ADP y trombina aunque los porcentajes de agregacién fueron mayores del
40%.

El efecto antiagregante de la insulina es atravée de un incremento en los niveles de
GMPec, efecto similar al que produce la L-arginina aunque cresmos que ol efecto sea a travée
de receptores, ya que la insulina potencia el efecto de los receptorss, lo que pusde ser
sugerido al obeervar las ondss de agregacién.
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En este trabajo, inicislmente, se contemplé el estudio del efecto antiagregante de L-
arginina, poliaminas e insulina sobre plaquetas de rata con disbetes inducida pero esto no fue
posible debido principalmente & dos razones:

1) La necesidad de utilisar mayor concentracién de Ketalar como anestésioo (0.9-1 ml.) para
poder trabajar con los animales.

2) Be encontr6 que la aloxana, ademss de afectar el pinoreas también presenté un efecto
antiagregante lo que pudo comprobarse mediante la adicién de solucién de aloxana sobre
los PRP de paciente normales produciéndose una oxidacién del plasma y, por lo tanto, una
inhibicién de la agregacién. Esto corprusba los estudioce realisados por Okamoto et al 59
quienes mencionan que el efecto téxico y oxidante de la aloxana es por la formacién de
radicales libres. No hay reportes que indiquen la accién antiagregante de la aloxana.

Con base a estos estudios, podemos sugerir el uso de droperidol y ketalar con el
objeto de disminuir )a concentracién de éete Gltimo y evitar la agregacién in vivo; del mismo
modo se sugiere la utilizacién de otros agentes diabetogénicos como la estreptozotocina para
evitar el dafio al sisterna circulatorio asf como la agregaditn plaquetaria que tiende a ser
mu A, 26 ind di—l ry

Eas por eso que el Gnico agonsita con el que se pudo trabajar con plaquetas de rata
diabética fue trombina aunque a mayor concentraciém, ya que tienen la propiedad de
neutralizar la accién de los anticoagulantes.

A pesar de que ya han sido realizado eetudios tanto de L-arginina, poliaminas e
insulina sobre la agregacién plaquetaria, las técnicas utilizadas proponen métodos mds
laboriosos y sofisticados en donde hay una excesiva manipulacién de plagquetas asf como Ia
utilizacién de otros reactivos. En este trabajo se utilisé una técnica sencilla en donde la
méixima manipulacién fue al momento de centrifugar.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. La concentracién de aloxana utilisada produjo serias manifestaciones clinicas entre ellas
hiperglucemia e hiperlipemia encontréndose ademss, un efecto oxidante in viéro ecbre
PRP humano.

2. La L-arginina, las poliaminas e insulina presentaron un efecto antiagregsnte sobre los
diferentes inductores utilixados, tanto en plasma de rata normal como de rata diabética.

3. La» conoentraciones elevadas de anestéeico produjeron una inhibicién de la agregacién
plaquetaria in vivo por lo que se sugiere utilizar otros anestésioos para este tipo de
estudios.

PERSPECTIVAS.

1. Examinsr la accién farmacolégica de L-arginina y recomendar el consumo de este
aminoécido en la dieta con e] objeto de prevenir la reactividad plaquetaria.

2. Las poliaminse tienen una excslente accién sobre el control de la hemostasia, por lo que
soria interesante el disefioc de medicamentos oocn eetas moléculas cuya presencia
favoreceria la funcién plaquetaria.

3. Loa resultados obtenidos sugieren algunse aplicaciones clinicas en el tratamiento de
personas propensas a enfermedades trombéticas asf como aquslias que padecen diabetes,
donde sabemos que se afecta el metabolismo de carbohidratos y Mpidos, produciéndose
dafios vasculares severos.
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DETEBRMINACION DE GLUCOSA
Fundamento

Eata técnica se basa en la oxidacién de gluccsa por medio de la enzima glucosa-
oxidasa con la posterior cuantificacién del peréxido de hidrégeno liberado, utilizando el
reactivo colorido 4-aminofenazona y fenol y, por medio de la enzima fencl-oxidass se forma
un complejo colorido cuya abeorbancia se mide a 540 nm.

TRIGLICERIDOS
Fundamento

Técnica basada en la hidrélisis enximsética de Joe triglicéridos por la lipasa y la
geterminacien eNAMARCA FUDSIFUIONLE (01 EIIOET01 OXIAGO POT MEMO GO 1AN SRAINA FUOEr0l-
cinasa, fosfoglicerol-oxidasa y peroxidasa, formséndose un complejo colorido cuya absorbancia
se mide a 620 nm.

LIPIDOS TOTALES
Fundamento

Técnica basada en 1a reaccién colorimétrica que dan los Mpidos del suerc al reaccionar
con el #cido sulftrico formando un ién carbonio que a su vea reacciona con un grupo
carbonilo, el cual es activado por el reactive oolorido (vainillina), produciéndose un complejo
de color rosa, estabilizado por resonancia, y cuya méxima absorbancia es a 540 nm,
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DETERMINACION DE ARGINASA
Fundamento

Para medir ] contenido de urea se utiliza una modificacién del método propuesto por
Geyer y Dabich.

La urea forma, en solucién &cida de diacetilmonoxima y en presencia de
tiosemicarbazida, un complejo colorido que se mide fotométricamente.

REACTIVOS

A Reactivo colorido: Extracto acuoso de una solucién que contiene una concentracién de
1.4mM de tiosemicarbazida y 41.1mM de diacetilmonoxima.

B Reactivo ficido: 0.1 ml de cloruro férrico 0.12M en fcido foaférico 56.7%, esta alicuota se
lleva a un volumen de 100 ml con &cido sulfrico al 20%. Eata solucién debe prepararse al
momento de usarse.

C Solucién anwrtiguadora: Cloruro de manganeso 0.002M, Trizma®-HC] 0.004M y solucién
salina al 0.9%. Ajustar a pHde 7.4.

D Bolucién arginina-glicina: L-argnina 0.4M y L-glicina 0.16M

E Esténdar de urea (15ug/ml): 3.8 mg de urea y aforar a 250 ml con agua destilada.

PROCEDIMIENTO

1. Colocar en los tubos de reaccién 0.2 ml del paquete plaquetario lavado con 0.4 ml de
amortiguador.

. Adicionar 0.5 ml mnés do amortiguador y 0.1 ml de la solucién arginina-glicina.

Calentar a 55°C por 1 hora.

Introducir los tubos de reaccién en agua hirviendo durante 7 minutos.

Tomar una alicucta de 0.2 ml del sobrenadante (centrifugar si es necesario).

Adicionar 0.8 ml de agua destilada, 1 ml de ractivo colorido y 2 ml de reactivo ficido.

Colocar la mezcla de reaccién a 85°C 20 minutos.

Enfriar los tubos y leer la absorbencia a 530 nm.

Al mismo tiempo, prepara una curva esténdar de urea como sigue:

CEIP RS W

TUBO UREA AGUA REACTIVO REACTIVO
W ug DESTILADA ) | COLORIDO pl ACIDO 1

B - - 1000 1000 2000

1 100 15 900 1000 2000

2 200 3.0 800 1000 2000

3 300 45 700 1000 2000

4 400 6.0 600 1000 2000

5 500 175 500 1000 2000
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DETERMINACION DE PROTEINAS
Fundamento

La cuantificacién colorimétrica de una proteina por el uso del reactivo Folin-Ciocalteu
depende de la tirosina y triptofano presentes en la protefna. El color produce por la
reduccién del reactivo por los residuce de tirosina observéndose una relacién lineal entre la
cantidad de proteina y la intensidad de color, el cual se lee a 540 nm.

REACTIVOS

A Amortiguador: Carbonato de sodio 2%, tartrato doble do sodio y potasio 0.02% en
hidréxido de sodio 0.1N.

B Solucién de sulfato de cobre pentahidratado 0.5%.

C Moezcla cupro-alealina (50 voltmenes de solucién A en 1 volumen de solucién B. Se
prepara al momento de usarse.

D Reactivo de Folin-Ciocalteu en agua (1:3).

E Estfndar de albmina (0.2mg/ml).

PROCEDIMIENTO

1. Colocar on los tubos de reaccién 250ul del paquete plaquetario lavado y adicionar 200ul de
hidréxido de sodio IN.

2. Calentar a 37°C durante 30 minutos.

3. Diluir el sobrenadante 1:2.

4. Tomar una alicuota de 100pl con agua destilada.

5. Completar a 500pl con agua destilada.

6. Adicionar 2 m] de la meacla cupro-alcalina, meaclar y dejar reposar 10 minutos.

7. Adicionar 200ul del reactivo Folin-Ciocalteu, mezclar y dejar reposar 10 minutos.

8. Leer la absorbencia a 540 nm.

9. Al mismo tiempo preparar una curva esténdar con alblimina bovina como sigue:

TUBO ALBUMINA AGUA MEZCLA CUPRO- | REACTIVO DE |
pg_ DESTILADA 1 | ALCALINAW |  POLIN

B - - 0.6 2000 200

1 20 100 0.4 2000 200

2 40 200 03 2000 200

3 60 300 0.2 2000 200

4 80 400 0.1 2000 200

3 100 6500 - 2000 200
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AGREGACION PLAQUETABIA RILIR L

Fundamento

La capacidad de la agregacién plaquetaria en respuesta a diferentes agonistas se basa
on loa cambios de voltaje que proporciona la variacién de densidad éptica o transmitancia
entre un plasma rico en plaguotas (PRP) que abeorbe cierta cantidad de luz y un plasma
pobre en plaquetas (PPP) que permite el mayor paso de luz cuando ya ba existido la
agregacién.

REACTIVOS

1. ADP 2.5 uM, concentracién final.

2. Epinefrina 260 uM, concentracién final.
3. Trombina 0.4 U/ml, concentracitn final.
4. L-arginina 10 M, concentracién final.

5. Putrescina 10 uM, concentracién final.

6. Espermidina 10 uM, concentracién final.
7. Espermina 10 uM, concentracién final.

8. Insulina NPH 10 U/ml concentracién final.

PROCEDIMIENTO
Obtencién de) PRP y PPP

1. Colectar la sangre en tuboe de remccién conteniendo 900u! de anticoagulante para
rata normal y 1 ml para rata diabética.

2. Centrifugar las muestras a 2500 r.p.m. por 10 minutos para obtener el PRP,

3. Separar el suficiente PRP (4 m} como minimo) y hacer un pool de estoe plasmas.

4. Valver a centrifugar las muestras a 8000 rp.m.

Conteo plaquetario

5. Del PRP obtenido, tomar 0.5 ml y aforar a 1 m} en una pipeta de dilucién Thoma (por
duplicado) y colocarlas en un agitador (Yankee® pipet shaker) por 90 segundos.

6. Descartar las primeras 6 gotas de la pipeta y colocar la siguiente gota en la cdmara de
Neubawer. Con la otra pipeta realizar el miamo procedimiento y colocar la gota del otro
lado de la cimara.

7. Colocar la cmara de Neubawer en una cfmara hdmada por 7 minutos.

8. Poeteriormente, colocar la cdmara en un microscopio de contraste de fases y contarlas en
el objetivo 10x utilizando un contador; en el conteo sélo se tomardn los subcuadrantes I,
I0, 0, IVy V de ambos lados de la ckmara (Fig. 14).

9. El nimero de plaquetas obtenidas se calcula multiplicando el namaro obtenido por 10,000.

Agregacién plaquetaria
10. Ajustar el PRP a 250,000 plaquotas Mo en cuenta el conteo plaquetario y el
volumwn de cada uno de los plasmas.

11, Encender el agregémetro por lo mence 30 minutos antes de las pruchas de agregacisn,
ajustando la temperatura a 38°C y la velocidad de agitacién a 1,100 r.p.m.
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12. Colocar en una celdilla de vidrio 0.9 ml de PPP y calibrar el aparato a 100% do
transmitancia (divieién 9).

13. Colocar o¢n otra celdilla 0.9 ml de PRP (ya ajustado) y calibrar el aparato a 0% de
tranemitancia (divisién 1).

14. Adici el agente inductor en las celdillas con PRP y encender el registrador al mismo
tiempo.

15. Para el caso de un antagonista, adicionarlo a una de las coldillas conteniendo PRP
ajustado y dejarlo incubar 5 minutos, después de este tiempo adicionar el inductor y
encender el registrador.

INTERPRETACION DE LAS GRAFICAS

La agregaci6n plaquetaria aparece en una Gnica onda de caracterfsticas reversiblos o
irreversibles, o en dos ondas sucosivas. La segunda onda siempre es irreversible

dependiendo el trazado del agente inductor y de concentracién.

La interpretacién de las grificas es cualitativa y cuantitativa y estd en funcién de

aquéllan proporcionadas por los controlee normales.

La densidad éptica del PRP se registra autométicamente en el aparéto demignindole
La divisi6n 1; al completarse la agreguci6n, la densidad 6ptica del pl e janto a la del

PPP, que se designa en la divisién 9 y, por lo tanto existen 8 divisiones efectivas (asf cada vez
que la aguja se dosplaza en una sola divisién representa al 12.5% de agregacién). Fn sentido
longitudinal, el papel tiene lineas marcadas que equivalen a una pulgada de longitud y se

recorren cada minuto automéiticamente cronometrado por el aparato.
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