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I. INTRODUCCION.

Las catecolaminas son‘aminas d»l'
escencial fenilalanina “estas
importancia‘‘en s la’ ‘ realizacién:

metabdlicas del organismo

Estas: sustancia

divisiénii simpatica ~del  sistema:: nervioso Cautdnomns’

catecoléminas representan a un grupo de mens ajeros quimicos
extraordinariamente wversatil. .Asi ~se -ha‘ demostrado’l:su

aminoédido L
_mpapel ‘de . gran:
~funclones -

participacisn en la transferencia de . informaciédn! Vsimpaticaf

actuando  como neurotransmisores, moduladores neuronales : o

como ‘hormonas. Por otra parte se reconocce que el "dolor, el

calor, el frio, la tensidn emocional, \. . la
hipoglucemia., Las hemorragias y la asfixia, asi como
humerosos farmacos y sin duda otros factores aun no
definidos estimulan la liberacién de catecolaminas a 1a
circulacién sistémica y provocan gran parte de los  efectos

cbservados durante la llamada reaccién de alarma o estrés, -

Ademas se conocen varlos transtornos clinicos que cursan con
produccién o liberaciédn excesiva de estas aminas, por
ejemplo; la enfermedad de Parkinson en 1la 'qus existe
deficlencla en la sintesis y/o liberacién de catecolaminas.

El metabolismo de las catecolaminas se resume en dos
fases: a) La Biostntesis 'y - b) La Degradacisén:

a) Blosintesis.

La sintesis se inicia con la entrada a las células del
aminodcido L-tirosina y su hidroxilacién para formar
dihidroxifenilalanina, esta es el sustrato para una
descarboxilasa inespecifica que cataliza su conversidn a 3-4
dihidroxietilamina conocida como dopamina. La cual se
considera como un posible neurotransmisor en el cerebro y
La hidroxilacién produce la 2-amino,1-3,4
dihidroxifeniletanol o noradrenalina (47).



Mientras que los  primeros pasos enzims Licos se
llevaban o cabo en el citoplasmea, la st ntesis ez
noradrenalina 2e reslizan on el grinule eromafin  donde  2e
encuentra (DBH) dopamina~B-hidroxilasa y  la  enzlma  (PHMT)
feniletanolanina~M-metiltranstferasa, para  formar la 3,4
dihidroxifenil-2-metilaminoetanol o adrenalina  (47).
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b) Degradasion. .

En los mami frros  las snzimas.de mayor importancla”en la
degradacion metabdllica:’ deolas eateonlaminas:: ‘son:-. -la
catecol-w-metiltransferasa  (COMT). ¥ la. monaomino-oxidasa
(MADY . : " S T T : C -

La COMT es relativamente " inespectfica 'y cataliza la
transferenclia del grupo metile ‘de: diversos compuestos del
catecol, &3 abundante” en Yel ‘rifidn . y el -higado. Se ha
sugerido gue la COMT funciona extraneuronalmente y su aceidn
produce entre otros los . catsbolitos . de las ocuatecodlminas
(46).

For otro ladno la MAQ es uné enzima que convierte a las
catecolnmlinas an susg metaboli tos desaminados
transtformandolss a  gus  aldehidos correspondlentes,. Esté
intermediaric aldshico es nstabolizado con rapidez, por lo
peneral, en oxidacisn producida por aldehidodeshidrogenasa v
nei eopvertide al  acide carrespondiente, En algunas
clreunstancias, 1 aldehido es reducide a aleochol o  glicol
medianle  1a aldshidoreductasa. En el 2as0 de la
nuradrenalinag la reduccicn del aldehido parecse ser la via
faverscida del metaboliszsnw, La MAD o5 una enzima  localizada
fundamentalmente on la membrana exterior de las mitocondrias
y 2nomenny cantidad en los microsomas.

wr 1o gensral se consldera que aunque la  mayor
propurceidtin Jde e2sta enzima es  de hecho  extransuronal, la
cneima intraneuronal s la que parsce ser la mas ilmportante
en el metabollsme de las catecolaminas (1914,




La dopamina parece ser =1 mejor sustrato para la  MAO
que la Adrenalina o la Noradrenalina .Dlariamente grandes
cantidades de metabolitos desaminados de la dopamina son
exzretados en la orina del humano. La MAO constituye wuna
enzima catabdlica execlusiva de las catecolaminas ya  gque
desaminn mediante oxidacidtn a otras amlnas bidgsnas -cono
la triptamina, L-hidroxitriptamina y la tiramina, adembds se
ha sugerido gue sn accidn se limita a las aminas que 2e
hallan presentes en forma lLibra en el exoplasma.

Dicho proceso metabolies es  importante pars mantener
el equilibrie drl organismo por lo que se ha
originado un grsn interts por estad enzima ya gue es una  de
las mejores enaimas del cataboll smo de aminas bhlovgenas en
eersebreo, v se ha visto gue juege un papel muy importante =an
la regulacitn de log niveles latra-nevronales de monoaminas.

eatln gue existe una  posible correlscinn de  su

al con diversos padecimientos pelguicos, en donde
ge ha localizado un desenso en los nivelez =nzimaticos
como por e jemplo esquizofrenia
(6.61,66,69,72,81,.82),ansiedad (4. depresidn
(17,25,50,61,63,67),entre otros,

Como eonsecuencia de las dificultades inherentes, al

estudio  del  sistems nerviosos central (BNCH en el
hiombre, se ha recurridoe al estudio de animales y de
elementos perifericos, ceonsiatentes en sustanclias ¥

estructuras extrancuronales, como modelo de investigacion:
son  pocos los  estudios realizados con tejido ocerebral
hamann, ¥ eh éstos, adends de ser escasos, genheralmente no
se utiliza tejido sano y fresco (71,83).

En 1851 Rand y Keld reportan quo  las plaquetas
contlenen una  sustancia vasoactiva llamada serotonina
(i -hidroxitriptaminag H-HT) pero al mismo tiempo esta
monwamina no se muestra como neurotransmisor. La primera
eonexion con las plaguetas y  psiquiatria ocurre on 1960,
donde Msarshall y col. reportaron Que pacientes que
recibieron imipramina como 1inhibidor, han disminuido los
niveles Jde serotonina en plaguetas (1%).



Las plaguetas transportan monoaminas.Subsecuentemente:
se  ha demostrado que las plaguetas . . humanas tienen
nanerosas propledades en. coman’ ‘gon .. las . neironas
menoaninérgicas del SNC, algunas '~ de " ellas '~ se enumeran- &
continuacibn (21,27,80): : e -

1) Pregencia  del sitio.: . de ‘“;unién a . diversosz
R neurotransmisores. LT B : :
) Fendmeno de membrana en’comun:
3) FPrassncia de la enzima Monoamino oxidasa (MAO)
43 Evidencias de que pudieran téner ‘un’ origen gendético
comun.

Como congecuencia de las similutudes de la plagueta con
los neuronas moncaminérgicas, la intervencién de la  MAO
an =l metabolismo de las aminas neurotransmisoras
involucradas, con fendmenos de pslicopatologi as, el efecto
psicotrapico de  los farmacos, la actividad de 1la  MAO
plaquetsaria se ha propuesto como un marcador biolegico
(22,41,50,63).

El presente trabajo tliens como objetivo llevar “.a "cabn
una investigacisn bibliografica para  determinar el método
Gptimo pura el alslamiento de plaguetas y la- cuasntificacidn
de la actividad de dicha enzima. C



1.- GENRRALIDADKS.

Dada la lmpozhannz bllAgica s MAO,»uonvinn»A‘ruhurdar
bravemente el duaarrullu du luu hcchus uma sobr llenhwa e
dluha unzima; -

S Enco1928 'Haref1 SLCK
monvanlino-oxidasa > {MAD):
histaminasa la’-cual’ntilizy
histamina (32)..° "=

Posteriormente an’ el afo da =@ ralish cun o
en rata, ¥y or enconlre qusiexisten varlos fragmenbos Tdes’ la
HMAO en' donde dog terceras partes de'la’ setividuad & enslms thas.
estan presentes en lu mitocondria’'y una tercera parte en la
Traceion microsomal (76,77},

Werler y Roewer (16852) reportan  la  separacion de  la
antima de algunus Grganos animales  que  son  capaces  de
oxidar algunas uminuas alifaticas y aromatic Allen ¥
Heegard (1943) prusban un  gran uunero d sustratus
moncam nleos contra la enzima Je dlferentes  especles v
establecen wmarcadas difercneiss  en La proporcién ez
wxldacion. Satake (1900 sugliere gque la MAO  plagustaria
puede representar an grapo de aspsimas s las  cuales  cada
miembro tiens una singular diferencia en sustratos
aspect flcos; menciona tambien que la constituclion exacts  de
esws grupos puede variar de tejldo en tejido,

En e+l trabajo de Herdegeg y Herlbron (1961) relative a
Ja multicidad de MAQ cn la elndtics de  lobhlbicion de Lo
uxidscidn de  HHT H-hidraxitrliptamina) v tiramina 0
mitoecondria de It gado de rata, concluyen que dos  sustratos
zon probables de oxidarse con dos  enzimas variantes.
kesultados asimilares son reportados por Gorkin (1966),
Yooudinm y Sourkes (1965) y Squires (1868).



La enzima mitocondrial fud sclubllizada y purificade en
‘higado de rata, {Youdim 'y Sourkes '1866), higado de res
(Nara, Gémez y Yasunobu 1866), htgado. de puerco (Erwin- 'y
Hellerman 1967) y cerebro de puerco (Tripton 1968).

Youdim y Sandler (1967) lograron separar por 1o menos
tres bandas con actividad enzimatica en mitocondria a partir
e higado de rata y dos en placenta humana en PAGE.
(nlectroforesis en gel de pollacrilamida).Posteriormente,
Kim y D'loro (1968) reportaren la separacisn de MAO  en
wearebre o hi gado de rata usando PAGE . 8e ha confirmado su
presenclia en higade de res (Gamez, Igave, Hlospfer 'y
Yusunobu 1869; collin, Sandler, Williams vy Youdim
1970), »n M gudo de humano y rata (Collins, Youdim vy
Sandler 1968 y 1970), en cerebro de pollo (Shih y Eiduson’
1989) Hashimoto y Okuyama 1870), en zarpas de sapo (Xenopus
Lasvis ¢ DBsker 1971). en utero de rata (Collins ¥
Southgate 1970), =n medula adrenal de res (K.F. Tripton,
M.B.H. Youdim e [.P.C. Spirss en preparaciton) en higado . de
Bovino (Hartman., Kloep Fer y Yasunobu 1969), en. cercbro

de cerdo (Tripton 1868: Tripton y Spires 1968), en
intestino delgade de mono (Murali y Radhakrishnan 1870), ¢
en plagquetas de humano  (Collins y  Sandler 1971). La

enzima aparece homogénes  exhibiéndose s84lo una  singular
banda de actividad en geles nativos de poliacrilamida (32).

Con base 4 toda la informacion acumulada, sge ha
propuesto gue La actividad de la MAO plaquetaria puede ser
un marcador bielsgice relaclonado con difsrentes rasgos de
la personallidad y con algunos cuadros psicopatologicos.Por
lo gue la  determinacion de un meétodo &éptimo para la
cuantiflcacion de  la  actividad de sata enzima, es
importante, va que nos permitira detectar la
vualnerabilidad & transtornos paiquiatricos (40.41,42,48).



Subsecuzntemente 2e¢ ha demostrado gque las  plaguetas
humanas  tienen numerosas propiedadss en comin con. las
uenronas monocaminérgicas centrales.Sin  duda el aspecto
nlinico més estudlade en plagustaz  sangui neas es al
contenlido de monoamino-oxidasa (MAO). Los estudivs
reallizados por Nies ot al. (1873) en gemelos monocigoticos .y
dicigoticos como controles indlican que la  enzima se . puede
encontrar por debajo de los valores de contrel (12,60), E

Las teorias biologistas proponsn  que la. enfermedad
mental es  baslesmente un  estado blldgien alterado)
gque  factores ocomo la neurcanatomta.  La  genvtica olilla
bioqQuimica son los determinante primarlos de los aintomas-
pat quicos, Begun esto, dichos sintomas estarlan  producldos
por causas externas que interferirian el psiquismo “normal,”
produciendo irregularidades bioldgicas en forma: i de
daficiencias dizfunciones y enfermedades.

Aungue este plantasmiento no es, novedoso en mediclina,
el hecho de referir los  transtornos psiquicos 'a’ una
casualidad blologica somatica a la interpretacion de “esos
transtornos, ha encontrade siempre detractores, Pero es’ a
partir de los actuales conocimiento sobre 1loa- mecanismos
de la herenclia y los avances recientes en el campn de--la
neuroqui mica auando rgtas teorias han adquirido
relevancis significativa para algunas enfermedades  mentales
(40,41). :

Todo ser viviente se desarrolla segin dos parametros:lo
heredado y 1o adguiride. Y ambos se complementan de . tal
manera que, si bilen se admite que los factores hereditiarios
juegan un papel importante en la forma de ser del individuo,
las disposiciones geneticas pueden ser en muchos  casos
sustancialmente moditicadas por los factores ambientales.

Los estudios gendticos en psiquiatria comenzaron  a:
realizarse de modo sitemitico & principlos del siglo XX,
siendo E. Rudin el primero que investig® sobre la incidencia
de los tranatornos mentales en familiares de enfermos
psiquicos, Otros autores, como Langer, Luxenburger, Kallman,




Slater, Zerbin-Rudin, ete., han 1ido desarrollando las
aplicaciones de la gengtica clinica al campn psiquistrico.
De la extensa variedad de metodos utilizados, los estudios
sobre gemelos han servidn para valorar el papel de la
herenclia en ciertas enfermedades psiquicas. Los  estudios
famillares, por su parte, aportan informacidn sobre las
formas de transmisidn hereditaria y el calculo de riesgo
& enfermar. Por ultimeo, los estudics apildemioldgicos o
cltogénicos vy las recientes investigaciones bioaquimicas &
nivel molecular han enriquecido notablemente la genetica
psigquiatrica (22,41,50,63).

Algunos hechos corroboran estas afirmaciones. En primer
jugar, una serie de anomallas cromosdmicas que determinan
transtornos peiquicns, como por ejemplo la  enfermedad de
Turner, el sindrome de Dawn (mongolismo), etc. En . 'segundo
lugar, todos los wastudios coiciden en gque existe ‘una
transmizién hereditaria de la esquizofrenia {modalidad
recesiva poligenica)l vy de la psicosis manlaco depresiva
(modalidad dominante poligenica). Ademas, sabemos que
determinadas condiciones geneéticas producen modificaciones
enzimiticas y metabdlicas causantes de retraso .intelectual
(fenilcetonuria). Por wltimo, se conocen los riesgos de
enfermedad en la poblacién general o© en familiares, para
ciertas psicosis (42.48).

La hipctesis bioquimica de los transtornos patiqulcos
estan adquiriendo cada vez mayor realce, sustentadas unas

veses por conocimentos empi ricos, y otras, por
investligaciones neurofisioclaglicas o neurcquimicas, Los
liamados neurotransmisorss  jusgan agul un papel muy
importants, porque se comportan como mensajeros en la
transmision de los impulsos nerviosos. Estos

neurntransmisores se sintetizen en las neuronas y despuéds se
almacenan en ellas., Cuando la neurona es estimulada, se
activa la liberacion de neurotransmisores, que a su vez
estimilan a la celula nerviosas inmediata. Las principales
sustanclas gque actuan coms  neurotransmisores son las
catezolaminas, la serotonina y la acetilecolina. Existen
ademds otras sustancias, como 1a  histamina, sustancia F,
THRH. ete., que hasta la fecha han sido escasamente
estudiadas,



Subre wosta base sge han establecido . formulaciones.
respecto al ort gen biloquimico de la esquizofrenia y - de - las
pzleosis afectivas (depresiones enddgenas). En el caso de la:
ogqulzofrenia, la investigacién estd dominada  por dos
hipStesis: ana sugiere que la enfermedad  se debe a ' un
transtorno del metabolisme eerebral de las . catecolaminas o
da. la serotonina; otra propone gue s c¢onsecuencia de :una
mayor actividad de una catecolamina: dopamina. Sin embargo,
se dispone de pocos datos directos que apoyen tales
hipotesis, vy lo mas probable es que la  esquizofrenia ‘sea
debida a una alteracisn del equilibrio entre 1los. diversos
neurotransmisorss, sin que conozcamos todavia  cusl es el
punto de partida.

En el eazo de la enfermedud afectiva también se - admiten'fu'.
sustratos bioldglcos, que en la depresion ﬁllnica se’ 'asoeia Lo

. a un disminucién  absoluta o ‘relativaiide ‘catecolaminas
aspecialmente noradrenalina, y que en'los estados maniacos'
& un exceso, Estos v otros hallazgos  'son’. ' bastante
ssperanzadores y  sstan aportando . nu»vas*j‘perspectivas
diagndsticas y terapduticas, el VT :

En la decada de  loes noventas el diagndstico de  1a
depresion se hace cada vez mas  preclso  @racias a que  se
dispone e mtilodos biogqul micos paralelos al dlagndatico
2l nico (24.27,80). El intereds en el estudio
fislalogico de las plaguetas, se ha incrementado
especi ficamente con el uso de gstas células para explorar
sy papel en la patologis de un  amplio espectro de
onfarmedades en el humano.



2.~ PRODUCCLON DE LAS PLAQUETAS
MEGACARTOCL'TOS . ' '

Las plaquetas s producen por fragmentacitn de . oxlulas
gigantes  multinucleadas llamadas megacarioeitos cuya
propurcion s :de menos del 1. % de . Lodas - las: ocelulas
nueleadas de la-mddulsa Geesu. fn el feto | los megacariositos
apuarecen primeramente en el saco vitelino .y deapuss en o el
higado y en el bazo posterlormente, A°los - Lras | meses
aparecen en la medula csea (26), lugar donde. se  sacuentran
caal exelusivament2 despads dol nacimiento, ——

Giran parte de npuestros conoeinientos  acerca e la
proliferacion de logs megarcariocitos derlva diee  los  estudlos
en ratus, ratones vy conejus, pero la secuencia de naduraclon
de estas oblulas en el hombre  parecen  cualltativaments:
similar a la de otras sspazlies Jdes mam} faros, Lias
megacariocitos  proceden de una obvluls multipolanclal capac
de diYerenclarse en las b asas eritroor Licas, mieloot Lica,
linfocitica y megacarvioctitica (73,78). Faede haber un

grupo  de etlulag “womprometidas® intermediarias  entre
las c¢Alulas  germinules 0 los megacariocitos t 4 ).
El miembro que primero  as recopoue do la serie, s
sl megacarioblasto.  intcialmente  ws 20 s 306 ppm e
diametro  ¢on un ¢itoplasma bazr-HLn y un macleo
ligervamente Llrregular con  una  crowmatina laxa y a veces
retioular, won varios nuzleolos. Lous megacarioblsstos
madures  pusden  eontener  hasts 30 nuclaslos pero el

cltoplasmu parman laxo = inmadure, A medlda Que la
maduracliin  progresa, el mucles  se haoe mas  lobular oy
plenstico; el citoplasma aumenta en cantidad y se hace mas
soidofilo ¥ granular, Las cocélulas mas waduras  puedsn
s lJa aparicncia de liberar plaguetas hacia  1a
Do-xifﬁrm Normalmeznte menos del 310% de lus megscariocitos
fase blystica y mis  del L0O%  son  wmaduros, la
clasificacicn arbitraria mas comunmnente aplicada & la  serle
megavarioet ties st megacarioblasto para la forma wss Joven:
d acariocitico o megacariveitico basofilo pasra La  forma
dia ¥y megacariceitn maduro {acidofllo,  granular o
aor da olaquatas) para lu ullima forma.

intern

produc



PLAQUETAS
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MEGACARIOCITO

Fig. 1. )
La flgura uos muestra la evolucion de los megacariocitos
(plaquetas).
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HEGACARIOPOYESIS

S Llama ast w1
(mega-grands:. karyon- nucles, cyton- Celulas.  aelulas
nuleos glgantes, precursoras de laz plaquetas. s las
dan origen por medio de liberacion de fragnentos
citoplasma, que captun los capllares zainusoldalus  de
nedula oane » asi llegan a la circulacian ep  forma
plaguatas. ( ver figura Ho.2).
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Los megacariocitos constituyen menos del - 1::
células nucleadas de la médula ¢sea normal
células glgantes, cuyo tamaffo varia :
didmetro, 'y los nacleos gigantes
qus ocurre en la célula, por duplicacien‘de::
durante la mitosis, sin que haya SPparacién de’
nuclear. Ademids de nucleo gigante,
gran .cantidad de citoplasma, el nucleo es :de
intenso, contlienen numerocsos nucleolos, la’ forma[;
irregular lobulada u ovoidea, lo rcual’'puede’
multinucleado, por ello pueden confundirse;f’
glgantes de cumrpo extrafio, que  se forman'ipo
macrétfagos o con osteoclastos que estan en': las
©3888, ya que ambos son células multinucleadas
citoplasma contiene abundantes granulos que aparenteme
forman en el aparato de Golgi.
irregular con muchoa pseuddpodos.
‘megacariocito (przmegacariocito) es capaz de :
gue se. lleve a cabo la poliploidia del  nucleo,
origen a mnaAs megacariocitos para mantenser
constante en médula &sea (45,3). : w

Aunque Jla médula dsea es el sitio . principal de
formacidn de plaguetas en =1 hombre, se ‘hanrencontrado
megacariocitos en pulmones; recientemente se ' ha:’demostrado
que no se originan aht, pero se pueden producir plaquetas.:

Se ha descrito un factor humoral llamado
trombopoyetina, gue controla los procesos que intervienen
para aumentar la formacidn de las plaguetas. Las plaguetas
se forman por fragmentacion de los pseudspodos. Las regiones
periféricus, se dividen cada vez en mas compartimentos,  que
incluyen @ranulos, hasta quedar rodeados por membranas
completas, es entonces cuando los compartimentos se pueden
separar facilmente de la célula original, sin rotura de
plasmalema celular dando origen a las plaquetas, Una tercera
parte de la plaguetas se encuentran en el bazo ¥y las otras
dos terceras partes circulando. Su vida media es entre 9 y
12 dtas y los sitios en que mds son deastruidas o utilizadas
aparentemente son higado y bazo (70).
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2.1.- HORE‘Oi.dGIA DE LAS PLAQUETAS.

Tamblén llamadas trombocltos o troboplastides son
pequefios | enerpos no  nucleados, granularss, en forma
dediscos que miden de 0.5 a 3.0 pm y que circulan en  nomero
de 200 000 a 400 000 por milimetro cUbico (mm). BSu
morfologia depende de varios factores: metodo por medio del
cual son examinadas, anticoagulanta utilizado y temperatursa
entre ortos. En preparaciones himedas, la plaqueta es
incolora, moderadamente retrsctil y de forma eliptica o
helicoldal, en campo obscuro son traslucidas y tienen
contorno definido. Con el microscoplo de contraste de fases
{en microcinematografia),se obzarvan vacuolas contractiles y
vesiculas de2 pinocitosis. En frotis tefildos con Kamanovsky,
son redondas, avales, alargadas con granulos s&azuredfilos en
su citoplasma hialino azul claro, que tiende a ocupar =an
centro de ellas (70). Ver figura 3.

Microlotografia (x 100) de un {rotis de médula 6sea roja
huinana teiiido con colorante tipp Romanowski, con un
megacariocito de gran tamafio y varios nicleos

- . A 238 A
Microfotogralfa (x 100) de un frotis normal humano en la
que sc observan algunas plaquetas teiidas con colorante
Rumanowski.



Fig. - Plagueta procedente de una muestra de plasma citratado rico cn plaquetas (C-PRP)
de una persona normal, fijada con glutaraldehido dsmico ¢ In¢luida en plistico. La célula estd
cortada a nivel de su circunferencia mayor, con Yo uie se corta s handa moargina) de microtd-
bulos (MT) 2 lo fargo de la moyor parie de su curso. La sona periférica cansta de una capa
eaterna (EC), membrana y aren submernbranosa. Como el sistema canalicular (CS) se continda
con la superlicie, sc extiende desde la penlferia hasta el interior de la plagueta. La zona de solgel
forma la matriz densa de la plagueta. Los microtibulos circunterenciales {MT) son las nicas fibras
claramente debinidas de esta zona cn las células . La zona de organelos consta de mu-
chos granulos (G). atgunas mitocondrias (M) y unos pucns cucrpos densos (DB) (x39.000).
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2,2, ULTRAESTRUCTURA.

Con microsedpio electidnles,  se observan peqQueiios
erpos sin nacleo, de forma discoide, constituido por tres
ande  zonag, cads una ralaclenada 2on un aspeetro
poct figo de su . funclon., La  zona periférica  con .o la.
pzedmn, la segunds llemada de sol-gel directamente con’ la

lon y la Lers & o zona Jde organitos que lleva acabu
lus fancioneg de sscrasion de factores; caca una de estas se
descrlbirs o continuaclen (£lg. b)), =

. . . . : [ BT
- ATIATR
ravy



ZONA PERIFERICA. Durante la formacisn del oeoigulo, la
adhesion de las plagquetas o los  sitios  lesionados de  los
vasos y entre 21, constituye la base para la f{ormacisn  del
futuro eoagule hemosts$tico. Al mismo tiempo la plagneta  se
torna  adhesiva, liberando los elementos icog que
aumentaran  la  agregacidn  plaguetaria. En X zstos
fendmenos Interviene de manera importante La zona periférica
de: Las plagquetas, ya gue  provee los  elementogs  para las
interacoionss guimicas qQue genera la respuests plaguetaris,
21 sltlo fisicw pava yue se adhiera la otlula y  dispare el
mecanlemo gue transtlere el estimulo. de fuern de la eeluls
al interior de la plagueta. Esta zona incluye tras
wlementos: capa externa, membrana y submembrana.

aj; La capa  externa  tambisn  depominada atmésfera, o
tunica plagustaria e=s la que se¢ encuentra en contacto
directe oon el plasma circulante; esta ecompuesta por
muecopolligascaridos y  glucoprotetinas, ademan de ATPasa
dependiente del Muyss (Bs e sitio de adhesivided de ls
plagquets y  permansce antes,  dursnte vy despuss de la
agregacian, pero los  mecanlismos y factores aoudmicos  que
hanen adhesiva s 1la plagueta., aun no se han sclarade  (Ver

fig Area predénica de weq plaqueta 2 pran aumento € matenal de la capa estetior {EC)
cubre 1a membrana unitatia de Gy capethcie cobifae y s himites del sistena canalicutar (GS).
Las hechas wnhcan los sihes de cornsmcacion eatre el CH y 1a pentenia de la superhere de cada

§loicta {41500,




Fig. Plaguets discoide procedente de una muestra de plasma citratado rico en plaquetas
{C-PAP) incubado con didaide de twrin. las L particulas clectioni densas penetran
en los canales abiertos (flechas) del sistema canalicular y son transleridos a2 algunos granulos
plaquetarios. €l granufo que cuntiene particulas de tonio estd en una fase tenprana de transfor.

macidn en cucrpo dense, En esta célula son evidenies elementos dal sistema tubular dense
(ors) i con (thyuel i inlea. La e la del torio cn
tos canales obicrtns, su trausterencia 3 los prdnulos intactos y la codversion de los grdnulos cr
cuerpos densos puede eaplicas la : y alnac e la 0 I

1330001

(C-PRP} agregadas en

. cdridos) Ezte agente

tie la capa eatennr y of matenat in wa canalicular plague.

tanp (CS). ta sustoncia de los cuerpus den b esti en intuna relacion con los cunales te.

@dos y muchas weces se confunde eon elfns Los grdnules también descargan en cros canates y

500 £0j0 fultsuy posiivus. k1 sistema de canales y 1as espacios itercelulares pueden ser la mas
importante via de Secrecon de consbtuyentes endugenos plaguetarios (x38.100).
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b1 Membrana: La porcics medla de la zona periferics es
parte de la membrana pluoemstics de su celula antecesura, y
©8 escencial para la integridad de ls plagueta, pero  ademas
en la formacion y como provesdor de un lipido gque sir 2omo
usctivador en la coagulacidn. aungue este ullimo no se  he
comprobado {Ver figura 9},

Fig. 1237, Parcice

y tefrda con aced

son feld

Mauas de micre R

de lus sublilarmentes RN )y de los nentos de la subtembrana. los ele

meatos del sisterra e B o € won clectrotransparentes on fas preparaciones comples
B 7001, (Corlesia de Blood )




¢l submembrans: Coantituida por una serie de
filamsntos periféericos {inos paralelos a los mierotubulos,
forman uns banda circunferencial por debajo de la membrana,
probablemente ayudan a mantener la forma de disco de 1la
plagueta, ademas participan en la formacidn y estabilizacién
de pseudepodos y ayudan a la retraccidn de las  proyecciones
de ls suporficie durante la agregacien,

ZONA 50L GEL:Se le ha denominado hialoplasma o hialémero,
tlebido 4 gue con micrcscoplo de luz apsrece como zona clara,
sin estructuras, con  sxcepelon  de  escasos  granuloa, sin
cmbargo. con microscepia electrdnico (ME), <l interior de la
plagueta westia compuesto por una masza de elementos fibrosos y
un haz de microtubulos bajs la pared celular y cerca de su
mayor oircuanferencia. oonstituvendo el primero v mss
prominente sistema fibroros del hialoplasma, hay un  segundo
sistema formado por mi filamentons. Las funciones de  este
comple s siatema fib o intracelular, son llevar a cabo los
movimiontos t. - ; alblamenle oricntados de la plaqueta
y la retracelon de > (Yeer flaura 109,

o

%

Fig. 123-8. Preparacion de una plagucta sanguinea tcfiida en nepativo y que revela la infraestruc.
twra de los microtubules (MT). Cada tibulo se compone de 12 a 15 sublilamenies de 50 A de dis-
metro. Los subfilamentos estin iados p pero quedan Intactos en los sitios de
rotura tobular {X). 1ns sobl s de los micl san esencialinenle 1déntlcos en ppa-
ticrcia o los microfilamentos mustrados €n la tustracion anterior (X 125.490). {Cortesta de Blond.)
16
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: ZONA DE ORGANITOS: Llamda tambien granulemero, incluye
los granulos alfa, cuecrpos densos, miteocondrias, granulos de
glucsgeno y en algunas plagquetas aparateo de Golgi: solo
ocacionalmente se han identificado ribousomas. Todos westos
elementos inelunidos en el hialoplasma. Los grsnulos alfa
(tanbieén llamados A), parecer ser la fuente de sustancias
secretadas por la plagueta durante la agregacion, casi todas
nopstituidas por proteinas: bheta tromboglobulina., hidrolasas
acidas. fibrindgenn, y factores que estimulan la mitosis de
las o lulas del muaculo lico y fibroblastos.

Los granulos o ouerpos densoes o originan e los
anteriores; se wconsidera que su  transformacisn esta  en
relacion directa con la captacitn de serotonina, ADF, ATF,
Caleio, Catecolaminas y Factor Plaguetario 4 que tiene
actividad neutralizante de la heparina (Ver figura 11).

Fig. 123.9. Cucrpos densos plaquetarios. El cuadro a es una delgnda secclon de una plagucts
de un paciente con atibrinogenemla; los cuerpos densos son normales [DB). En esta célula tam-
bién so ven los siculos aplastados sugestives de una zona de Golgl {GZ). La céiula en el cuadro b
ha sido filada sélo con glutarildehido. El dcido dsmico no es esencial para |2 opacidad de los
cuerpos densos {DPB) FI cuidio ¢ £5 una preparacién tefids en negativo que muestrs cuerpos
densgs deatra y fuera de la plagueta E) cuadro d @3 una preparacin sin tefiir que revcla la
opacidad electrdnica de o3 cuernos Jdensos y su asoctacién ocasional con canales larges y finos, 7
{Curtesie de Bivod.)




- Las plaqu#tas son metabﬁliramente activas,. por. ‘lo que
reguieren uns aporte; constante de: ATP, - a: ‘partir:: -de -la
glucosa,la cual metaboliza tanto, en; - forma:
anerdbiea, Contlienen todas’ las’ anzimas . de: vla glucolitica,
ciclode-acide et trico -y del. monofosfato’ de 1a . hexosa;
contiene; euficiente glucageno. ‘del cualdis ponen para la vLa

‘}glucolitica (64 7)

Ll si tama plaquetarlo se relaciona. cuando menos :con la'
protei nas  diferentes: fibrindgeno que al parecer 'es
diferente del plasmitico, albvimina, prealbumins, globullnas,
plasmin®geno, y los factores de la coagulacisn II, 'V, © VIII,
1X, X, XI, XII y XII1. Entre las proteinas especuficus de la
plagqueta esta Lu  trombostenina, proteina contractll, asi
como una glucoproteina especlal de menbrana sensible a 1la
trombina, factores de comgulacisn de las plaguetas: Factor
plaguetario 1 (FF-1)}, indentico al factor v; Factor
plaquetario 2 (FF-2) que acelera la conversién del
fribrinvgeno & fibrina, tiene actividad proteolitica,
también produse acumzlacion de plaguetas y  neutraliza la
antitrombina 11]. Factor plaquetario 3 (PF-3), lipoproteina,
asociada a los granulos y membrana de la plaqueta: activa al
factor VIII y convierte a la protombina en trombina, Cada
vied es mAs saguro que la embrans de la plaqueta sirve como
cataliLico de superficie local a nlvel de la lesidn
vagcular, y quizds representa la actividad de este factor in
vive., El factor plaguetario 4 (FF-4),neutraliza la heparina
y la actividad santitrombinics de los productos de
desintegracion del fibrinegeno; se encuentra en los granulos
de serotoniny y en el citoplasma de La plagueta (8).

La plagquela poses receptores clasicos de tipo D, que
tijan lu serotonina de la cual no se conoce su papel si es
quez existe, en la hemeonstasis.

18
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2.8.~ CONSTLITUYENTES' DE LA MEMBRANA PLAQUETARIA.

bas membranus plaquetarias pusden ser diferentes en  su
origen de las membrauss plasmiticas de las c¢flulas a partir
de las que se forman, ya que Lo huacen a partir de  vesl culas
nudoplasms Licus muy posiblemente del reticulo endoplasms tico
de lus megawvnricitos. La  membrana  consiste en idos  capas
wxbernas densas ul microserpiv electinleo do un grosor  de
20 A, ¥y una capa  inlerna menos  densa, Hormulmente se
vonsidera a las [RIFES memlranas, exlernas formadas
principalmente  por  probelnas misgntrae que 1a interna
constaria  Jde una  superiicis  bimolecular prefsarentemonte
Liptdica,  Hay waligunas  evidencias  histoguiaicas a  favor
diz la existeacla Je prouleinas v nucopollisacsridos  on Lo
superivele  de s membrana., La membrana velular
plagquetaria  ticae una  superftcie  cargada nagativamentn
por aceion de la neuraminidasa y que se cree  as debidy
al deide  sialico, Heacetilnearaminico.lay  aproximadaments:
1.9 x 10° moléculas  de 4eido stalico por pm de
suparficle plaguetaria o (aproximadamsnte 11 veees ia
voncentracisn de los eritrecitos de la  sangre  huamana) o La
cunstitucisn ~':I.r':v:tr-:»cin§;cica dee las plaguetas humanass osta
formada pur 3.5 x lU grupos  catiogtnicos  de  pk Y.
probablemente grupes NHs, y Z0.bh ¥ 10 grupos aminugdnicos

e lus gue probablemente B.9 x 100 repre~entan iones e
neuraminidasa.La  mayoria e Loy HIWpOS aminowsnirws
restantes  tienen un pk de 4 aproximadamente, y  estan
Sormadoes  probabiemente por  los  grupos carboxilicos ez
log amiposcidos. Los grupos fosfatos y sulfatoe representan

wenos Jde 10% Jde Llog grupos restantes, EL punto isoelrclrico
e dlas plaguctas notmales  antactas es dee 3,88, bos
catimaciones indopendlentes de los recsptores  espes) floos
para los punlos de ancelsje de ADF han  propurcionade  datog
surprondentamiente parecidon con un valor de U B8 y 2 x 107
por plagueta (L7).

Las preparaciones de membranas plaguetarlias han
demostrado conteper proteinas, U pldos nsutros, fosfoll pidos
y colesterol. La reluacicn li pidos/protet nas de lan
membranas  plaguetarias era de 0.458 comparada con la
relucicn Lotal 1) pidos/protes nas da las plaguetas
cowpletas gque es de 0.28. Los fosfolf pidos representun el
8% der los 1l pldos de la membrana, =)l resto por lipldos
nuutros,  La relaclon colestoerol/fosfolipldns ws  de 0,53,




Las membranas plaguetarias alsladas representan
actividad de acetilcollnesterssa . El  analisis ‘bioguimico
ha = revelado .que la. - wmembrana plaquetaria-- ‘es: . una
lipwglucoproteina. Los componentes hidrocarbonados -se. han
identificado como - glucosa, galactosa, manosa. -hexosaminas
(GleN @ GalN .= 6:1), acldo stalico 'y - fructovsa.. La
aamposicidn quimica. fué: protetnas - 36%, _lipidom 52%;
carbohldratos 7.0%; RNA 0.35%,; NA 0%; la -fosfodiesterasa,
fosfatasa acida y ATPasa de la membrana’ - han side
puriticadas B8, 4 g vaces mas’ respectivanente (5).

También se encusntran asocladas - a la’ - “membrans .
plagnetaria las protei nas de  la coagulaci®dn:. anteriormente
mencionadas, la lipoprotetna (fastor plaguetrio 3), - la. ‘ATE
ET uuntraﬂtll Mg-Ca-dependiente y la ATPa%a inhibida por’ la
uytabaina Na~K-dependientes. :




2.4, COMPOSICION DK LAS PLAQUETAS.

Las plaguetas estau fornndas por-la mayor parte de  los
vonponontes  celulaves wexeceplo el CONAY (L9) (Tabla 1),
Las plaguetsas formwan una poblaclean heterogenca de fragmentos

citoplasms ticos, cuyo wolumen osclila entye b v 12 um Zun

un  promedio  aproxiwade  de 7.5 awT. EL gluavgeno, e}
nuecleotido de adenina,  las  protel nas, los aminvdcidos v
wrtufoslfatos ge halisn  distribaidos. de forma  heterogonsa

cntrs lus plaguetas (39). Estae heterogensidad de  wolanmen v
composicion ¢g probablemeate un reflejo de la  edad de las
rlagustan.

S1 L) zmplan 1a poblasion pPlaquetaria Lotal
(heterogensidad) se  encuenutran 118 mg de  proteinas - por
0.78 x 10 pvlagquetusszgr  de tedvdu tumedo o por . wml e
plagusta concentrada 29 ). (Con Llu Inteuchsn o de
aleanzar  una  uniformidad,  Lodos los datws™ menclionsdou
expresados en aimero de plaguslas o por mg de jrotel nos - ae
axpresan  agw. en gramos de peso. hmamedo) ., i

COMPOBLICION DE LA FLAGQUETA I{UkﬁANA

“% PESQO HUMEDO
g/ 100 ¢

Agua . 7

Frotef nas 11.80 5 14,80
Lipidos 2.98 ;. 4.98
Carbohidratos : 1.98 ;  1.10
Ash z.21

INA : 0.20
Aninoscidoy Vb9 T L3

2



 AMINOACIDOS.

La poza de aminoacidos libres contenidos en  las
plaguetas ha =ido analizada y comparada al del plasma.Una
observacisdn notable es la gran  cantidad de taurina que
contienen, la cual equivale aproximadamente al contenido
total de todous los demas aminoacidos (214 . moles
/8r) . Otros aminoicidos que se  encuentran en cantidad
spreciable son el acide glutiAmico, acido aspirtico, serina'y
y glicina, Estos aminoaclidos contrastan con la
zistina, histidine y metionina de los  que unicamente se
ensuentran pequefiisimaes cantidades. La  comparacién entre
Jog  wvalores plasmdticos & Intraplaquetario pone de
manifieste un  gradiente plaguetas/plasma  apreciable. para

todos  los  amincaclidos medidos. A este respecto, las .
plaquetas szon  similares a los  leucocitos. - Los® mayores: .
gradientes son los que existen para la taurina y - el “acldow

aspartico. Las plagquetas grandes  y pesadas . contienen: 2.1:%0;

veces la cantidad de aminoicidos correspondientes :a: las
piagquetas pequeRlas y Lige:us (29). R e

LIPIDOS.

Las plaguetas ‘contienen 2.98:% del peso humedo:y un 14%
del peso secn’de’lipldos.Los:fosfolipidos forman el 76% 'de
los lipidos totalesi+las  grasas>inentras, el .20%,. .y las
lipuprotelnas, ‘ol 4% (29). e ORI PO S

SEROTONINA (5 - HIDROXITRIPTAMINA).

El poderoseo constrictor de la muasculatura liss, "la
serotonina (  b~hidroxitriptamina) se halla normalmente
prasonts en lasg plaquatas y no en el plasma, Despuds de 1la
cooagulacitn o de la agregacion plaguetaris, el 20-25% de 1la
serotonina total de las plagquetas es liberada hacla el
plasma.lLas plaquetas adquieren la serotonina de células
seereloras ¥y la concentran por un proceso de
transporte activo que requiere energia.la serotonina se
halla ligada a unos granulos pequefios de dansidad
eloctmnica elovada, diferente de los granulos a El
contenldo normal de serotonine de lus plaguetas humanas es
dee 59,3 a/p peso hmedo.  Las  plaquetas contienen enzimas
capaces de metabollizar la serotonina (62) Tabla 2.



CARBOHIDRATOS.

Los catbohldratos representan:l, 9% dvl pcso humedo de

las plaguetas o ol 8.4:% del: peso < seco. ‘No i ser annuentra/"”

gluensa . libre  en las. plaquﬂtas lavadas (BT Los
carbohldratous plaguetarios estan -formados. por polisacarldos.
y heterosacaridos.




PROTEINAS.

Las proteinas son el constituyente mas importante de
las plaqguetas; representan el 1Z % del peso himedo y el 52 %
del peso sueo, Por lo menoz el 15 % de las proteinas
plagustarias totales estan formadas por una protel na
contractil por la ATPasa, la trombostenina, que es similar
an muchos aspectos 2 la actiomiosina muscular. La proteins
contractil parece estar formada por miltiples’
subunidades polipezptidicas de posible naturaleza
polimerica (B85},

El 13.% % de estas prot:inas 1o forma el fibrinsdgeno
plaquetarin, 25 % del cual se encuentra en las  fracciones '
granulares, mientras que el rests es extracelular. ..

Lus albumina plaquetria forma el-2-% ‘de-;las  proteinas’’
totales, y.  a pesar. de no encontrarse asociadai:a-’ la
fraccion de las  nembranas’. o .deilos: granulos - es
intracelular. : ‘ P - Eete e e

Las enzimas lisvsomicas que se encuentran probablements
en las plaguetss se exponen en la tabla 2. La enzima sérica
foafualasa dcida (12 - glicerofosfato) es uan derivado
onteramente de las plaguetas.  Se desprende durante su
degranulacion  irreversible, Una proporcidén de fosfatasa
Seida (p ~ nitrofenil fosrato) (39 - 76 %) provienen de las
plaquetas (6b).
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Como se mencions con anterioridad “enw la.-plagusts . se
sncusntran  las enzimas de varias vias metabdlicas, A&
econtinuacion se mﬁnuionan las mé epresenbablva (38) &

VIA DE EMBDEN-MEYERHOF ,Y ENZIMAS* VRELALIONADAS TAVIA
GLUCOLLITICA) o e ; Lo

Glucogeno tosforllasn
Hexocinasax
Fosfoglucomutasa*
Fusfohexoisomerasa¥
Aldolasax*

Triosa fosfato isomerasa - -

f1- gllcerofosfato deshidr gﬁnasa*
Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa*
3-Fosfoglicerocinasa
Fosfogliceromutasat

Enolase

Piruvato cinasa

lActico deshidrogenasa#

CORTO CIRCULTO DE LA MEXOSA MONOFOSFATO Y ENZIMAS RELACIONAS
VIA DE LAS PENTOBAS)

tlucosa-B-fosfato deshidrogenasa
6-fosfogluconato deshidrogenasa
Transcetolasa

Glutation reductasa

CICLO DE LOS ACIDOS TRICARBOXILICOS Y ENZ1MAS hELACIONADAS

eshidrogenasa asicltrica
Usshidrogenasa succinica
Decshidrogenasa madlica

Citocromo oxidasa

Transaminasa glutamico-uxalacética
Trangaminasa glutamico-piruvica
Glutamico deshidrogenasa

ENZIMAS DE LA GLUCONEOGENESIS

Glucdgeno sintetasa#

Fructunsa 1,6-difosfatasaxr
Glucosa B-fozfatasa

Piruvato carboxilasass
Fosfosnolpirmvato carboxicinasa#s#
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ENZIMAS LISOSOMICAS.

fnsfatasas acidas, alecalines. y neutras
Leuveina aminnpeptidas:.—:

Catepsina

Peptidasas de varias especificidades
B~ glucosidasa

ENZIMAS DK MKTABOLISMO LIPIDICO

Acetil coensima A carbuoxllasa

Sintetsss de scidos grasos
CTP:dlacilglicerofosfato-citidil transtferasa . .
CDP-diglivcerido:mionositelfostatidil t,ransfﬁrasa -
Fosfatasa dal scido fosfatidico '
Lecitinas

ENZIMAS DEL METABOLISMO DE LOS NUCLKOTIDOS Y NUCLEOSIDOS

Adenilatocinasa
Adenosincinasars
Fosforribosil transferasa
Fosforribomutasas*
Adenosindeamlnasa

Huelessido fosforilasa
Deaminasa del acido adentilico
Adenosintrifosfatass

Trombostenina :

Ha-K ATPasa de la membrana arr-nilal.ociclasa
ENZIMAS DEL METABOLISMO DE LA sEROTONINA
Monoamino-oxidasa » :

Alcohol deshidrogenasa
Aldehido deshidrogenasa
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OTRAS ENZIMAS

Amilasa

Aril sulfatasa
Anhidrasa carbdnice
Catalasa
Diacetilcolinesterasa

t3e¢  encuentran ' presentes en las ‘plaguetas’ jovenes en’
cantidad doble aproximadamente que . en-las plagquetas viejas:

+#Se infiere su presencia.

El- aspecto. que mas 4 1iémado~éiiinterésf de * acvuerdo A

Investigacioones-recientes, es la importancia de las’ enzimas N

de la via metabslica de” la’ "serotonina . ya'que’ la ' enzima
principal: ss’ la monoamino-oxidasa, ~que &n ‘la ‘actnalidad,
como hemos  venido:menclonando se suglere como’ un  marcador
bilogico: (22,41,50,63). i : - T ok -
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2.5.- FUNCLONES DE LAS- l’LAQUETAS

La princlpal funcien de las  plagquetas es  su . papel
mecAnico ¥y dawmico, 2n Lla hendstdsis 'y en la reconstruacclon
-de los  vasos: reparan  leslones  del  endotelio  wascular,
fasilitan la  retracelon  del cohgulo, suministran un
mwacanismo de la ecagulacisn, Junte con 2l ADP pueden activar
al factor X11, e lpcluse, 2in neceslidad de activar & ensls,
pueden activar al X1, en unldn ¢on la celagena.  Transportan
enzimas, tamblen  productos quimicoe on el organismo,
demostrade por su contenido de serotonina (113,

Esls demoslrados su funcion fagoct tica y se ha  sugeride
gue tambisn punden desempefiar alguan papel en el rechazo  de
‘rganos brangplantados.

La actaividad de o enzima en una plagueta  cirealantes
wots problablemente determinada por factores espect ficamente
¢ Licog, que rogilon La formacion de la enzlma durante &l
Lado e megacarioeiLo (precursor de las plaquetasn),
2 tacbores  extpgenos que  regulan la velocldod  de
produccion sfe plaguaetas, ol grado de desarrollo. In
Liberaclon § s edad  de mismas. Las plaquetas mas
grandes  sun las més  posadas y  problablemente  las  mbe
Jiswest pquiias son las mds ligeras y seguramente  las

Bl recuente de plaguetas es  cuantitative < informa
anerca del gumero  de plognetas  clirculantes. Bl
ubilisado pura ealeular el resultado, es de 2,500 a 5,000,
el que se emples para recnenlos directo es de 1,000 a 1,000,
Dna difereacia de 10 plaqustas =2n el recuento con cualguiera
der los dos melodos puede dar una  diferencia de 10,000 a
50,001 plaguetss por miltmetlro cubleo. E1 examen  culdadoso
de un frotis de sungre periferica, muchas veces brinda tanta
inyormacion come el recuento cuantitativo de las  plaguetas.
En 1o actualidad  se atiliuan contadores zlectrenicos
mntematizados gue dan mayor precisien vy orapidez (1134,
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La .observacion de que las plaguetas contienen
receptores 3 - adrengrgicos, concentran - activamente,.
metabolizan y/o secretan "aminas bidgenas’ .en’ respuesta’ a.
agonistas’ especitficos, ha 1llamado ™ la atencien’:
investiguadores en el campo de la neuropsiquiatia:’ (61
que se han encontrado algunas similitudes con ' las
del sistema nervioso central. Una de ollas .y muy important
para nuaestro trabajo es la presencia de la monoamino-oxidasa
(MAO), que es la princlpal =enzima degradativa (v, la.mas:
estudliada de las catecolamlinas, indolaminas y otras ~aminas | .
bldgenas., La MAO tiene un papel muy  importante cen-ila’ -
regulacion de las neuronas  enddgenas - que - almacenan
neuroctransmisorss monoaminicos. R
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3. ABPECTOS BIOQUIMICOS: DE. LA MONUAMINO - OXIDASA

La - monoamine oxidasa T mitocondrial a5 una enz ima
catabtbica que Llnacti guerdiante desaminacidn - wxidativa
una extensa. - variedad e o aminas  formadas en el cuerpo,
ulgunus de - las  cuales - Lienen . importantes funelones o como
neurotransmisores. o neurommluladores 1% hormonas For
otro Ladue wl  descubrimiento  de los  inbibidores de o la
mounaminog oxldusa hocho  por Leller y col. en 182 (B4) ¢
el peconocimiento general de s significado en  la o wnedict ose
elinina ya  gue son  un grapo  de farmacos  designados a
bloguear =1 sitioc "active de la enzima producicendeo  un
afento antidrepesive { 4 by ast.o incrementa
considerublemsente &l intephs por conocer La naturalewsa
y  propisdades de la enzina (6).

Lu monoamino-oxidass mitocundrisl tambign nombrada comuw:

Monoumina 0, uxldoreducl desaminantes)

Tlrémlﬁu xidagi (32y:

‘Am}nu*uxlﬂ&&a-{f!ﬁlw

CMonoamine - oxiiasa 1 86)

Bsba ciatalizic ln desaminacitn oxidaliva ™
Lriptamina, gserotonina,  Jopaming,  norepinefrina,

epinetring
¥outras menouminas., S

kn - Ja o reaccisn | que - cataliza
determinada por Hare en 1928 138),
drsaminacinn  oxidative,. " proces
oxidasa dependlente de flavina.'-:

He CHe Nz ¢+ L2t HeD L RGHO
AMINA . Tk o ALDERIDO




El principal. producto s la for.man.iOn de’ un aldehldo a
partir de una- amina. ‘de~oxigeno’: -y agua R

o EL“,am’
Jreacciones’

En donde
directamente e irrevérsiblement
persdxido de hidrdgeno sustanciaid
embargo, existe una. valvulaide/seguridad: son? la forma dﬁ una
enzima especlal denominada catalasa’ que cataliza’la: tuacgir‘:n
de descomposicisn’ del;: ré'ido di-‘ g hidn‘:geno en. ﬂagua y
oxi geno, : G

La reaceinn aembica sa’ "'descrlbe < en’ la .-ecu'ar:iﬁr‘\’
siguiente: : R E A e : :

E - FADHz .+

‘La’ resocion” asrdblica es’la’ siguiente

E - FAD + RCH2NHe +: HaCe . - %> E°~ FADHz.'+ NHs + HCHO

GATALASA P i s
HeGz: — 3 " H20Q 4+ 12 Q2

k1



3.1.- DISTRIBUCION EN TEJIDOS

La MAO 2o una enzima encontrada en la cara’’externa: :dut
las ‘mitowondrias, - y aungue. - se  ha | | reportado’ique ' una:’
cantlidad relativamente  pequefia “de actividad: [ de MAOQ ests
asocioda con ta  fraccisn microsonsl - de  la célului- esta
puede ser derivada de las mitocondrias cowms el resultado del
idafio quts QUL e durante el provedimiento; de
Sracelioonamicots celular (36). . EEEE :

Lo MAG esta ublcada en Lodos  los  tejldos  de . los
vertebrados. Las fuent ricas en la  enzima incluyen el
Il gado, rifon, Lntesting, estdmago, $orta, la paratiroides y
La glsndula submaxilar, mientras gue on al wisculo
maque bt Lico, el plasma  sangw neo y  los eritrocitos se
preseuta an pequetias Fracclones., Bu presencla en  plaquetas
fue  demostrada por Loliling  y Sandler {13) en las
preparaciuvnes <elularess la maxima actividad se encuentrs en
ius sinaptosomas $a que son ricos  en mitocondrias, aunque
Ltambien esta prescate en la glia y en los vasos sangul nevs.

23

3.2.- PHROPIEDADES DE LA MAO MITOCONDRIAL

A partir de fus  procedimientos de purificacion y
solublillizacidn de la enzima e hau obtenido dos ecomponentes
teamponents 1y 23, EJ compouente 2 tiene una alta actividad
enslvttica  Ambus compunsntes de  color  amarillo brillante
con unas absoercliones myximas a 274, 410, y 450 onm.. los
cosfleientes de sedimentacion son de 14.4 vy 20.6 5 vy los
pe3os  mulecnlares son de  alrededor de 405 oy 1 284
ropertivansotle. 1 componenle 1 contiens 4 IFAD  (Flavin
Adenin Dinucleot iduw) mientras gue el componente 2 contiene
12 FAD por wol de wozima. La primera fndicacidn de que el
grupo prostatico de {s enzima es una flavina fudk en 1966
£L8) y e encoatro que el FAD parsce  estar  astrechaments
unida mediante un enlace  covaleante (58). Lus compunentes 1
y ¢ eontlenen 24 y 106 mules de  fosfolt pidos por molécula
de: ensimn, recpectivanents y ose ha  sugerido gue i
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componente 2 puede ser el producto del arreglo del
componente 1 por lo que parte de. . la multiplicidad de  1la -
enzima es debida a su aislamiento 'en:. forma de . diferentes- ..
pesos moleculares.  Los: componentev.rl 4 “2', contlanen.{-' .
respectivamente 28 y -B6. . grupos" 'sulfhidrllos
enzima o .7  grupos!sulfhidrile i per:i
protei nas y se. ha subﬂrido Lqueid
para la estabilidad conf
durante la catalisis

Se ha pﬂnsado

el ﬂobrg no.

: En 1955 Satake (88) sugirid:que la MAO . puede  ser’ una
mezela’de ‘enzimas que; tienen’especificidad para . diferentes
sustratns 'y que en.los tejidos pueden existir varias formas.
En estudios: sobre el efecto de~“la actividad de la enzima, se
observé que esta varis de acuerdo al sustrato empleado y. se
ha inferido la exitencia de varios subtipos (54,18). Existen
-por lo menos dos tipos de MAO que despliegan preferencia por
distintos sustratos y poseen distinta sensibilidad frente a
los inhibidores selectivos. La MAO-A se encuentra en las
terminales sinapticas, en la mucosa intestinal y en los
tfibroblastos; desamina selectivamente a.la serotonina y a la
norepinefrina y =8 muy sensible a la inhibicion por
clorgilina. La MAO-B esta situada en las plaquetas oxida
tiramina pero ne a serotonina, prefiere como sustrato a la
feniletilamina y -es muy sensible a la inhibicién por bajas
concentraciones de deprenil y pargilina. Recientemente se
han presentado evidencias de que estos dos subtipos son
diferentes proteinas. La MAO-B se encuentra localizada en la
glia y en las areas ricas en serotonina. Este ultimo esta en
aparente contradicecién con =l hecho de gue la MAO-A la que
prefiers a la serotonina c¢omo sustrate. Por otra parte hay
grandes diferencias de proporcién de los subtipos entre
especies, de tal forma que en los cerebros de primates vy
humanus predomina la MAO-B y en los roedores la MAO-A. La
gran proporcion de MAO-A on =1 intestine humano puede servir
como barrera contra aminas potencialmente toxicas
provenientes de la dieta o de 1las bacterias intestinales.
Las caracteristicas de estabilidad t4<rmica y pH oéptimo de
preparaciones de MAO mitocondrial varian de acuerdo al
sustrato empleado (74).



3.3. - 1SOFORMAS DE MAO

Antes de . los 60 P ronslderaba que la MAO era - una
snzima uniea. Y posterivrmente se wstablece la  posibilidad
de - algunass tornns de la enzima, numersLsos estudios
posterldr*‘ ‘Pstablerﬂn que. esto es clerto.Por ejemplno,
Qswald -y Blritimatier (1963) - observaron qus hay uns
dlivroncla sila establilidad térmica y en la actividad
unzims tica de. serotonina y tiramina en mitocondria de higado
de ldL&

F¥oudim 'y Sandler en 1967 separaron cinco bandas de - MAQ
activa’ por " medio de electroforeslis con' * geles " de
pollacrilamida. Estas fueron las primeras evidencias de las
multiples formas de MAO  ain gue no ea . indispensable - la
geparscien dw las especiss usando los procedimientos ' e
solubllizacien y  alslamiento e la snzima. Existen
evidenclas de que las bandas de actividad de las . diferentes
formas de MAU  domuestran diferenclas . en senslbilidad o
inhibleldn de sustrate.

Bna dez las evidenciaz mds convincentes de las mUltiples
formas de MAQ eo basado en  las observaciones de Johnstou
(1968), quien establece que existen dos formas de MAG las
cuales zun dlstingulidas por la sansibilidad por
slorglling, Bussndose en un ensayo  sometiendo a varias
concentracionese du este Lohlbidor sn musstras, de higado v
verebre de rata homogeneos, donde sc determinc la  actividad
de MAQ con tiramina como sustrato, resultando unas curvas de
inkibiclinn bifasicas. La actividad enzimastica, con
clorgliing fue Lohibida por una concentracimn muy pequefia
dal inhibidor, fue deslgnado de tipo A. Los restos activos
fusron inhibldes stlo por concentracionss muy elevadas y  se
e Llamo de tipo B (71).

Algunvs sustratos establecen una relativa espsclficldad
de alguna de las formaz ya sea A o B de MAO. Con la
inhiblcidén por oclorgilina como sustrato se obtiene una curva
unlca sigmolde, indlicando que el sustrato es desaminado por
ahlo  tips de MAD active. Mksta curva sigmoide aparece
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con muy. bajas ooncenttauionas de ﬂlorgilina, por.lo que Cel
sustrato es espeultluo para“laforma A, Por lo . que" ‘1a  curva
aparsca-shlo en: .oncetracianes aJtas para 1a formu B (30 Sd).

‘En‘la’tabl

- de cadar,
uno - de;:los tipo :

2 SUSTRATOS
TiNO L ESPECIFICH

SUSTRATO

E‘sPECIF!FO DEA] ‘ESPBCIF\IGO

sarotonina : p tiramina

Norepinefrina Feniletilamina® " m=tiramina
Noermetanafrina “Feniletanolamina - Triptamina
S Metilhistamina ; " . Dopamina
n-tiramina Octopamina

Norepinefrtna

L# tabls 2 indica algunas de las  propiedades ~quimicas 'y .
figloldgicas que estudian  la diferencla entre las ™ enzimas
Ay B, En virtud de esas propiedades, -con’ la ‘probable
excepceion de movilidad electroforatica, - se  han . demostrado-
las diferencias entre A y B [T g

Propiedades quimicas

fiapacificidad de sustrato
Sensibilidad del inhibidor
Termoestabilidad

rH optimo

Movilidad electroforstica

Reacclon inmunolegica

Tratamiento con enzimas proteolli ticas,
iipasss,o agentes cantrdpicos

Froiedades Fisioldgicas

Diforencia de especies

Diferancia de srganvs

Localizacisn celular:localizacisdn subcelular;
cultivo célular;
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La demostracitdn de las multiples formas de MAO ‘se  hizo
por inactivacion térmica diferenclal. esto no ha  gido " muy
aceptads porque 1la diferencia en  estabilidades  térmicas
hacia diferentes sustratos es cada vez menor ' o-.’‘desaparece
aislands mitocondrias en vez de todos los tejidos:homogéneos
(Houslay and Tripton 1876). Sin embarge, este efecto : puede
explicarse por #l uso de amortiguadores en el ' aislamiento
resuspendiendo mitocondrias,desde entonces las estabilidades
térmicas de ambas actividades de A y B en  mitocondrias son
identicns a  las actividades de todo . el homogenizado,
proveniente de la resuspencisn de las mitocondrias (Edwards.
Fak. and Venetti 1878). El tipo de MAO-A aparece en ocorazén
y es inhibida por clorgilina con el uso de fenietilamina vy
bencilamina como sustratos para MAO en  corazdn de rats
(Lyles and Callingham 1875). La deaminacién de
feniletilamina por MAO es inhibida por clorgilina pero no
por defrenil., Nuevamente la afinidad por essta enzima es poca
(Km es 114 uM), eos comparada can la alta afinidad presents
en la forma B de la enzima (3-5 wuM) (Edwards, Pak., and
Venettl 1979).

Este es debideo a que el factor de las formas Ay B de
la enzima que no ez absolutamente especifico por asi
llamarlo sustraty "espeecifico”: por lo tanto, donde. una
forma de la enzima es predominantemente grande, coms en el
vaso de corazen de rata. no puede ssr nunca deaminado ~algun
sustrato normalmente selective por la otra forma.

Otra ajemplo de sustrato especsfico de una forma deVMAOV,ﬁ

actuands como un  sustrato por la otra forma as la
deaminacidon ds serotonina por MAO plaquetaria en - humano

aunque las plaguetas humanas sélo contienen la forma B de’ i

la enzima (basados en 1los criterios de inhibidores-
zelectives). La serotonina ha servide rcomo sustrato. en
humanos para MAO plaquetaria (Edwards and -Chang 1875), -8in
embargo, estudios cinéticos muestran gue aparentemente el
Km de ol sustrato os mayor diez veces que las
caracteristicas que la forma A de la enzima (71).
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Ademss toda la -actividad - de 1la -MAO  plaquietaris - sn
humano  se  ha medido  con. serotonina ~como . ‘sustrato . el

cual es . sgensible - a - la inhibiecién “ - por . bajas
concentraciones de defrenil pero: 'no. " con clorgilina.. En:
wontraste, en plaquatas  de conejo. " quien .. contiene

preferentemente la forma A de MAO; ‘i.e., coni un: Km. . bajo
de alta gensitividad de inhibieldén por clorgilina. y. no’
por defrenil (Edwards and Chang 1975). Estos..resultados
nos. llevan & la conclusion ' gue le ' MAQ en’iplaguetas
lmmanas e¢s similar en propiedade oinéticas’-'de tipo::Bien!
otros tejldos, usando como sustrato a seroloninas e

Ya sca que las formas A y B de  la enzima“ representan
mis qQue una protetins esto no retracta el factor “‘de. que
pueden realmente demostrarse in vitro e in wivo, - Asi, la
importancia farmacolégica es incuesticnable.. Sin ‘embargo, un
mejor entendimiento de asas  bases molaculares . puedsn
guiarnns a la respuesta de cada cuestidn i coms control
genéticon de MAO  plaguetaria en la forma A .y B,

Otra cuestion es definir a las formas A y B de la
enzima. Algunos investigadores prefieren definir a estas en
términos de actividades y selecclidn al sustrato. El
problema con definir los tipos A y B activos basados en
serotonina y fenietilamina deaminadose activamente es
la falta de wespecificidad absocluta de esa especie de
mnzimas., Otrog investigadores prefieran mantensar la
nomenclatura de Johnston (19Y68) para usar tiramina como
un  sustrato no selectivo y el inhibidor selectivo es
obtenids de las curvas de inhibicisdn, Donde la proporcién de
de las enzimas de A y B es definida por la 1localizacivon de
la meseta. 5in embatgo, una dificultad con este acercamiento
©s que una de las formas esta presente en muchas pequenas
rcantidades que la otra, la curva no puede aparecer bifasica,
¥ puede ser lmposible distingulrse la messta de la linea
basal. Asi nosotrons creemos que lo mejor es usar inhibidores
selectivos en combinacién con el sustrato selectivo que mide
L; actividad de las enzimas A ¥y B (Edwuards and Malsbury
1978).
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3.4.- PAPKL FISIOLOGICO DE LA MAO MITOCONDRIAL

La Monvamino-oxidasa ¥ La “catecol-o-metil-transferasa
(COMT) son wonsideradas cums las enzimas mss importantes gque
participan. ‘Ten: . la - degradacion ’ "metabSlica - - de ‘las
catecolaminas .y la serctonina (10} e : co

“Cpoul 0 (18) Csuglere gue- COMT- es . la  enzima mde

importante’ para la- sctivacion de catecolaminas en el ihlgadu;f'

mientras gque MAOQ es mss importante en cerebro y corazin.

Gorkin y Orekhovitch (28 ) reportan una interesante
wbservacivn sobre el efecto  del producto de  desaminacion
wxidativa de tiramina catalizada por MAO mitocondrial de
hi gado  de rata swbre  la oxidacion de succinato. en
tragmentos mitocondriales gl suguieren una posible
participacison de MAO on la  regulacion de la  respiracion
tisumlar, ademds se  supiere que los  aldehidos producidos
por la  aceldn de MAU  pusden  estar  involucrados en e
anismer del swetio 13 1. La MAO de la  tiriodes parsce
B Inactive Lbavia adrenalina ¥ noradrenalina pero activa
para tiramina: asto ha gugerido que metabolitos
producidos por MAQ pusden  funcionar come un sistena
penerador de perixido de hidedgeno  para la sintesis  de
jodotironina  (38). PFor wolre lade, respecto al efecto del
werecimiento,  maduracison y produccien de hormonas sobre los
niveles de MAO e ha  observade gQue para  predecir el
resud tade ded vxperimento in wvivo no es suficliente
vonsidarar la existencia de  sus  formas de MAD sin
tamblen Lomar on eoonta gue  an un ©rgano o una  sspecie
dada Loz niveles de MAO no  son siempre constantes. En
alpunas especlies, por siemplo en =1l ratdon, rata y  hombre
perdo no ey el cobayoe, la actividad de MAO esta por abajo  di
jes vulures wenvontrados en los  adultos  dndividuales. Los
niveles de cozima normeles ¥y suormules en el raton adulto
s aleanzan  sproximadamente dos Samanas despues del
nacimiento., tu embargo.en el corazon de rata la actividad
de MAU va Inerementandosses a  travees de =zu vida, De  tal
torma gue  lus niveles de MAC  tambisn son determinados
pur la tireldes y las hormonas sexuales.




Sin duda .el . aspecto . clinico mias estudiado. . en. . las
plaquatas es:la actividad deiMAO(12), . la . cual es también .1la
enzima: relacionada cun ‘el metabclismo aminérgico‘que»mﬁs_ ae'
ha estudiado (BL) . X :

‘FaralelamenteﬁalAinperﬁs2cfecient
modelo de?investigacién{”el conocimien
su binlegia s
de ' sus propiadades especifica°“
lnterpretaﬁiﬁn de los datos’ Proven.

" La saparacicn de las 'plaq
relativamente sencillo y son adema
wxtraceisn sangui nea. Por ' leo::
estudiec y no las neuronas~qu
obtenerlas. En las plaquetas se.
transporte de serotonina (b
experimentos en relacidn®
imipramina marcada (84).

1 exsahu:tiva de
A ‘separacion de

Es por esto gque se ha'he
cada uno de  los
plaquatas.

A uontinuaﬂiﬁn se; enumerarén los” métodos que a' nuestro
criterio y corroborando con ctros’ autores,;aon los "mejores
para la cuantificacidn de estas,  tomandoien’ cuenta material,
tiempo, costos 'y sobre. todo mayor tendimento. va que es de
gran importancia para la dﬂterminacién de la. actividad de
MAC, ; : :



.o HEVISION DE METODOS DK SKPARACION DE PLAQUETAS

Ge  han .descrite y reportado varios métodos de
separasion .y lavadoide plagquetas. Estos estan basados en la
preparacion;de’suspensivn  de plaquetas por cetrifugacidn

mediante gradlr-ntﬁs cdes albumina, tumpergbura baJa,
- soluzionss:de:pH -bajos, la exclusién de Ca 'y de Mg .
adliien de EDTA,. EGTA, - eiirato, aspirasa y ~progtaciclina

PGlz mute ultimo se ha usado para prevenir | la . actlividad
de plaguetas:, .

‘Lus problemas encontradeos en estos mitodos incluyen: - la
produccios de plaguetas con  baja sensibilidad © de ADP,
agrograclvn sxpontinea despute del lavado, baja recuperacirﬁuv
de plagquetas a partir de la sangre, cambilos en la’ capacidad‘

du  la  plagueln o sutrir la  reacelsn 'de’ liberacién Y
Jdeeremants en la habilidad para mostrar cambios’ ‘en la l’grma" i

degputss de Lla adlolsn de sgentes proagregantes.

En resvmen, existen en Lla Literatura dos métudos para
1a obbepclon del plasma rico en plaquetas’ (FRP) ““los “ cuales:
son: el de centrifugacion diferencial (u.onven(.ional), el de
tCorash qun emplea gradientes de densidad, y en wel'lique . se:
utiliza una suluclon buffer de lavado. e e S

El alslamiento de plagustas de edad espsci fica requiere’
de una recupseraclén cuantitativa y  eficlents ' de una
poblacidn de plaguetas presents en la sangre qus csnszerve. su
funclén celular y su estruvetura,

Las variaclones en la poblacisn de plaquetss JoSvenes
(pesudas) y viejas (ligeras) aisladas por diferentes
tecnicas de centrifugacion puede ser una fuente de error
para fines comparativos deo la actividad de MAD entre sujetos
aunque  la actividad es una funeidn de adad y densidad de
las plaguetas.
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En el método de Corash -se aplica. la centrifugacion
isopicnica y utiliza una solucion isosmética de Stractan que

contiene . un::polisacarido::de: ]arabinosa—galactaaa,a::este,fv

meétodo . fué " ‘desarrollade’ - para;‘aislar‘ y 7. fraccionar
poblaciones " de - 'plaquetas- ‘humanas . en- ' subpoblaciones
dependientes” de-.la densidad. - .- u o n e RN S
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© " b.- TECNICAS DE SEPARACION DE PLAQUETAS

eparacibn del ‘cosgulo de

recupsracianide’s

‘plaquetas y. sin tener
contamninacion:de :

a:y - leucocitos,
METODO.
se adiriona
5 ml: de citrato. (0.132M)
“ EDTA" (disédico 0.1M)
-mezclar lentamente
i +
S 2 nl ‘de buffer lsoténico
1 (1.45M clorhidrato dissdico
“0UIN-fosfato monosddico y

‘3. 14 mM EDTA dissddico pH 6.85)
meuclar

centrifugar & 750' & por-3 min,

Sobrenadsnte S, © i Sedimento :
contiene PRP - v Lo “ecélulas rojas
aislar y'lavar .. E o
con“3.2 ' ml de buffer
. R 3 o
adicionat el goégulo de células rojas
mezclar y resuspender.

L
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|

Centrifurar a 7503vpor 3 .min

T . L e AN g
PRP + PRP inicial '’ el i SBedimento
este proceso se hace dos veges | i : . e
hasta obtener un total de Sty
13-14 ml de PRP

B

Se toman 2 alicuotas de 5 ml
de PRP. l

Centrifugar a 700 g por Sq'min;

Cosgulo de plaguetas’ R Sobrenadénte

Resuspender con 1ml
de buffer.

Se toman 2 alicuotas dexlml‘rf:
y se combinan.::iu :

00 g por 30 min.

Cbakulo fesuspander con . Sobrenadante
1 mlide buffer:+.otro ml’

de otro: buffer (cualqiera)

43
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Centrifugar a 1500 g por 20 min.
Coégulo final

de plagquetas y éimacenado R
a .50¢ C L -

’ »Sbbrenadante :
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5.2.~CORASH, L. TAN, AND GRALNICK. (14).

METODO. -

A 50 ml de sangre
se adiciona antlicoagulante
de citrato de sodio dihidratado
al 4 % (pH 7.76) en relacién
1:9 volumen de. sungre. total =

S# toma una a11 cuota de 10 mJ.
code °angre con® citrato al 4%

Centritugar a 600 g por 3 min.

paquete ro.jo )

‘+ ' solucién Stactan
(arabino-galactano)
“al’10% a- su volumen
: original

PRP inieial

A esta solucién se 'le,"ﬁfiiéde“ otra.soliclén . de:Starctan -
al: 20 ‘%Zde igual*volumen ‘queel anterior.-

- Centrifugar a“ 2500
Sooa 20'

Sobrenadante LT U seadimentode plaquetas

plasma-plaguetas . . - . Gen:la:interfase 1.084g/ml-

‘ (plaqueta-Stractan)
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. Lavar con‘pequefias . i'~"'« Lavar con pequeflas
cantidades de. solucién : Tt “cantidades de soluci¢n
- ovcoeitrato-BSG. 0 citrato~BSG

]

' L‘"§3o total
LI T T
"PRP "inicial

ﬁdbiaci@ﬁ' otal ‘de.plaquetas
S Hoi

Las'protetnas!deIH, . Plagquetas
plasma  permanecen’ - B Siet U Atraviezan la
en la. capa:1.0425g/mdl =i 00 - capa Stractan
i e e S - 1.042 g/ml

Son ajaladas
antes de
remover la capa
1.084 g/ml

La poblacion total de plaguetas
fué subfraccionada en 4 poblaciones
en un gradiente discontinuo
de Stractan al 20% (1.084 g/ml)
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5. 3.~ ARNOLD J. bRIEDHOFF, JEANNETTE €. MILLER, ~AND SIHCN"
KARPATKIN (23). : :

Lus ‘niveles deractividad de MAO han' sido ‘usados. como
referoncia genétlca para ciertas distorciones ' mentales: 'El
proposito de este ‘sstidlo es’ investigar la . influencia de

varios factores-no g \ébicos en. plaquetac.;ﬁ ; I

METODO.

Centrifugar a-100-g por 20 min. a 4°C

\|,

‘PRE SR L U Celulast rodas

Centrifugar a 2?00 & por 30 min. ;'

EL plu.,mal se reunié con 20 |ul “il i Paquete de plaguetas
de la sangre inicial. - K - N ER R

'Resuspender. en.5 ml
de - solucitdn salina
E i..ot.énica.

E x4



Centrifugar a 10 0003
por- 10 min., :
Paquete de plaquﬁtas o
lisado 3 min. . con:-:
1.ml de Hz0"dest.

L _Sobrenadgn‘be

' Centrifugaria 10,000 & po¥ 10 min. .

Porcion'de
incluyendo:mitocondrias’
las’cualesicont . #99% de
~la activi@ad de MAO -

- Eﬁ..a&d de ptotjet‘nas

Hom-:geni 0:3 ml
de: ‘solucién buffer. de’,

| fosfatos (0.05M pH 7.4).-

Plaquﬁtas pteparadas : ' :Ensayo: de proteinas

para el ensayo de MAO . _ por el método de
R Lowry.
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- WISE, DAVID.,: POTRINS, STngN; - BRIDGE, P. (19).

L prapaz-acitbn “de plaguetas .’ que
liervzn-:ial, en’ donde ‘se obtiens . un
la ipoblacién-de " plaguetas sin
‘plasmiticas.’ e lnlas i rojas -y

Un"nuevo witodo’ par
no _smplea pentrifugacion:
88% . da ' recuperacicn--de:
sontaminaclon de  proteinas
leucocitos! . - :

MKTODO.

aMadir 055 ml den 6 wedin
(0,132 M)y EDTA” diszd)en U Muzclar

Arn::iun'u:r : fler: Lsnuﬁnb. 4
(Nall-0,14H°M." Pnstabo munosédluo 0.0l N
¥ El‘;ﬂ'l'Afdi*ndi-,o 714 imM.OpH B, 0)

: Crmt}:lfugéi‘ 2750 g por-3 min. . . ..

Taguatesde enlulas rojas
adicivnar 3.2, ml de sol.

. buffer v mezclar hasta

: L Ve-.-m..). .

:;'n'al‘wcu&daixh: de VPRIV

Centrifuger y adisionn el PRE®. 00O
., para sumay de 13 a’ 14 ml\;de;PI}ﬂ?‘, nooo

Dal sobrenadante tomar
2 allvuwtas de 5 ml c\a.

<2




b.4.- WIS r.. m\vm., . i»p-ngms-.‘ :S'K{EVEN,§ ,Bmfnas,' P 9.

96% de rucuperaniﬂn
sontaminaclonide
J.Pur‘m-_\_tu VS

METODO,

UC1BRIM) Y

U Cenbrifudse B 50" g por: 3 min.

Sagueate de celulas rojas
“gllcionar 3.2 ml de sol.
v buffer y mezclar hasta
Ciresuspender (2 vevus).

Sobrenadantes, de’ VRED

Contrifugay y adiciona el PRP®
. para sumar de 13 & 14"'ml de PRP

Del sobrenadanbi tomar:
¢ allvustas de 5 ml c\u.




Centrifugar s YU g por: 30 min.

Paquete de plaquetas; .
resuspender con-1-mly. ¥
de sol buffer

Las 2 alicuotas.

Céntrifggai

Hesuspénder

1 paquetp en 1 ml
da-sol buffer
4

1 ml de la

7pdﬁg‘por'3b‘hihﬁ,,

/1500 g por 20

Sobrenadante

min,

plaquetas almacenar .a —50 C

Sobrenadante
“‘eliminar



b.b.- J.R .vnj;uns. ‘M. RADOMSKL AND §. MONCADA (75).

F.s un método’ pura la °~paraclén y lavado de  plaguetas. -
con’ ayuda del uso de la prostacicline.. (PGl2). - Eate - aetodo @
permiLP un  60-70 % de px‘oduwr*iubn de plaquetas’ del ERP.: :

f1 (12 »a 2) inhibldor lnas potonte”
plaguelas, esta es producida por el endot 1
ha jmplicsdo en el controlide
vivo. HNuevamente ee  lavestigs (PGlz
preveanclén de activacion de plaquaLa
separacion de plaquitas y lavado. .

METODO.

A 18 ml ds sanare
se adiciona ‘citrato trisédico
al 3U15% en proporcidn 1\10"wiv,

Contrifugay & 220 g .por .20 min.
PRI Q-C 5

\ R
Al PHI’ + E(..l.z
(Z2ug\ml)

L

—— 1 R
7 Centrifugari110°g por:10°min.

-sedimenteo

Sobrenadante Sedimento

Lo células rojas
y -blancas del
FRP remanente,

. B4



PRP separado +
PGI2" (2ng\ml)

Centrifugar 800 g por io ﬁln;v'

Plasma decantado o . : Coagulo 'de plaguetas
: SR L ~resuspendido en 20ml
conteniendo heparina
(256 U\ml con o sin
suero de albumina de
bovino (BSA) (3ng\ml).

‘Adicionar PGIa2
(300 ng}ml)

Centritugar 600 g por 10 min.~‘
(2 vecea) :

bobrénadanée preparayr . i .
Bn soluclon tirode libre

‘(ffSadimeAtd 
ds PRIz B

Buspencidn final fue
preparada con PGIz

libre de tirode (con o sin
BSA 3ng\ml) afiadiendo la
mitad del volumen usado en
pasos anterinores y se hace
el conteo de plaguetas por
el mvtodo fotomeétrice.

Suspencién final guardar
a 40°<C.
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b.6.~ HERBERT JACKMAN, RAMESH AROKA AND HERBERT: Y. MELTZER

(38).

Este”uwtudo se basn en una comparacidn del ~rendimiento
&n una' separacion de plaguetas y protel nas en plaquetas pars

un Pnsayo dn actividad de MAO pusteriormente.

METODO. .

Sangre remanentu

3ml de ERP ‘inicla
mezc ada

diz los 3-ensayvs

sentrifugar §3600‘g‘ﬁoft10‘ﬁiﬂ.

1 ml dg PRP scgundo' e
PRP lniclal

Ensayo-de plaguetas
on un’rendimieuto
de 57 -.8% en toda:
la sangre.:

"..
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NOTA. . . HE R E
La'concentrﬁgiﬁn de plaguetas qpyel_PRE general es ' de
un rango 1.6 x.107 -plg\ml. & 2;8'x;10ﬂ.En\¢0Qplu:ién[el‘90 L%
del total .de.plaquetas fué-obtenidu en la 1" centrifucacidn.

Aqui surgird~ una . duda . de porque entonces. tndo ilo
anterior. 'y es muy: razonable, ‘pero’ para ~.llegar..a -dicha.
~zonelusion tuveique llevarsa acabo: todo el procedimento.
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5.7.- RAMESH C. ARORA, SUMAN SAHAL .Y HERBERT Y. MELTZKR.
(65). ST e T e T

La awtivldad de Monoamlno ox;d sa .oen plaquetas
sangul neas de’ humano alsladas por:; “Gentrkifugaclién ‘isimple  'a
600 g por- Z.bminutos, tuve un ‘total’ de’ 45-65% de’ plaunLaa‘
ul.cuul‘ayuda d-tenax acblvldad de MAO p quatarla mayor

METODO.
A uha musstra du'4'b mi: de uangr#v
s L adiciuna 075 ml cls  (ACD ) - Acldu Llhrato
. Cdaxtrosa meaclar o
CentFiLUgAT & 600 g por 2 12 min,
B a‘unatenp. de 0-4-C
| . - PR 1
Separar el PRE S Conteo de plaquetas
. . L ’ . por em metodo di Corasgh
a 4.95 ml + 0,05 m} de
S EDTA al 10% diluide con
- buffer,
(wntritusat a 600 g por 3 min.
(h vo1zes)
E PR
b sobrenadantus o Plaquetas

para ensayo. de MAO.

]



5.8.~ RICHARD R. FRITZ, CREED W. ABELL, RICHARD M. DENNEY,
COSNTANCE B. DENNEY, J. - DAVID :BESSMAN, J. ALEXANDER
BOERINGA, AND ROBERT M. ROSE (24).

Este ®3 un  método. - para’la . determinacion - de
ventrifugacion especi fica -y “actlividad " imolecular  de
monvamino-oxidasys (MAQ) en plaquetas > como - fud - descerito -~y
swaluado ¢n paralelo con la actividad: ‘espect flca: med.Lda,
preformada en toda la plaqueta.y. extractos de plaquetas.’ 'La. -
eoncentracisn espelfica de MAO plaguetaria.: os determinada
BN »,xr.ra-.-tos die plaqu-atu por -un radioinmunoensayo

&3 de 90 %

METODO.

de coatrt fuga de’
: al 1i :

. de solu-,.hsn
12T

El PRP =& guarda T Célullaa,rojasy
Gl capasintermedia

‘Adicionar 18 ml
‘de. 'aql'.‘ “lavadora’ "

Centrifugar a 600 .g por: 3 min.
(rap#tir 4 veces) R i

S0



b.9.- K. LLENARKS. (49)

En terminvs generales el nétodo emplesdon  consiste: entel
atslamiento y la  purificacleon e plaguetas: “a - partir de
muestras de sangre donads por  voluntarios, la ‘que debe.
congervar sus actlividades metabwllcuz en bpen estudo. :

Este alglameinto y purificaﬂxﬁn de. plaquetas ge - sigulh
con  puguefias modificaclones,  de acaerdo . Lo teenloo
deescrits por Vargas et al. (19BZ). La parte muduluz il eslo
novedosu procedimivabe es el cmpleo de un imiembrd e dos
porstuglamlinas, la  prostaciclina 10 (FUL Y, gue  ws . un
inhiblidor blologlew especl fico del fendmeno de acbivacidn de
Ly plaqueta (1.¢. agregacion y disminucion de uns o serle e
valures metabslicos de esta estructura hemitica).

Con Lu Ueenlca que aqul se cmplea se puede afirmar  que
se uslste a la etapa de las plagustas sin problema. de
aisluemlento con excelentes valores do o actividad' bioldglea
aproximadamente nos da un rendimiento de 80% dul total  de
plaquetas. S

HETODO.
A 4u mi- de sangre venosa agrepar-2.8 ml.

de citrato trisodico al 4% y 0.2 ml
de neparina (5,000 U/ml) mezclar:
‘Centrifugar’ a 350 & por 15 min.

T . . . L

B) PRE se separa - i . sedimento

. it .

3.0 puL de 'GL .
por cada 10 ml de PRP.




Centrifugar. a 250 'g por 10 min.

Ce]ulas rojas
+ Leucocitos:
+ 16 ul-de PGli:

PRP

paquet plaquetas

Sobrenadante:desachar w0
. T A “lavar: 2 vecas:
i i

. ink prm
Centrifugar a 700'g,por'1

- Paquete-almacenar
a:-IO'C para actv.'

Sobrenadante- desechar
’ = de’ 4AO
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6.~ METODOS DE: MONOAMONO-OX LDASA

De acierdo a los sstudios-realizados se lia encontrads 'y
determinado leos factores que  afectan’ 1la . delerminacinn . de
monsamlino-oxidasa (MAO) . : s e . : - .

Existe  alguna ' varlasisn entre ;. los ' - diferentes

procedimientos de cada uno de los . ‘ensayos. i sobre - todou el
afeeto de contwo . - de o plaguetas [ comparade T son: i la

determinacion  de  protetnas.. Este - altimo | podemos - deiir
que -no es nuy seguro - nl  confiable ya. que el “conteo  de.
ploquetas es  glgnificativamente  mds " seguro -~y ‘conl. mayor.
rendimlento para =1 ensayo: de @ctlvidad da'b MAO (53.351.‘

Los wfectons de las r-nndir—iom.s de’ c#ntrirugaﬁlf;n
la actividad de MAQ =n las  plaguetas™ ‘son’: un:
gradiente ¥y Lienen un  porcentsje’ mayoris que K
alte (65), - P BT

La posibie impurtanczia o
monoamino-oxidasa en plaguotas - sun’
vulnerablilidad on alguna altvra«.l-‘:n ‘0
general (1,52). - ;

Laz diferencias en los sriterioe del diagsstico.: dubidu'
4 los factores como ciclo menstrual (31,8). eatpée (73,
matrielen (83) y el -efecto: de “ralgun’ mediﬂam#nto,, puedean
jugar un papel un . la : dlen.r-.pancia : d-ﬂ- loa Lore sultados .
raportados wn la literatura (3% : X

Tambien la importancia en la diferencia al escoaer wal
sustrato, coucentracitn desl sustrato, . pH, - bufisr,
unticoagulante y uwitodos  de ajuste en’ la -actividad:.de
monvamino-oxidasa (MAU) son’ algunos de  los  factores  que
padrlan alterar los resultados. ) :

A continuacidn se mencionaran los métodos gque son  loa
mh e coptinmente usados  por alguuos  autores  peor su altos
vepdinjentos.
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6.1.- JACKMAN et al. 1980.

EL método de Jackman se basa en hacer ' una *comparacién .
_en la determinacién utilldando La cuanta,’def‘plaquebas Ly
protel nag plaquetarias, - : S :

B métudc de separach&n dﬁ plaquntas ya se menciomb ron'

uut,-,rjuridad en los mftodos de separacidn de plaquetas,
Con.respecte ‘al metodo  de: protctnas plaquetarlas K1)
Chace  zomo sigue:

' METODO.

Cuatro ml del FPKRP se woentrifugan a 2400 g  por
10 minutos, produciemlo el codgule de plaquetas.E1l
sobrenadante f11¢ desechado y el coigule lavado con 1 ml
de selacidn salinn fria, se agregaron 0.4 ml de agua
destilada, y se aislaron en 10 sec.En 2l experimento
in al, las plagueztas fuernn electronicamente contadas
antes y despuss del  alslamiento.Las  cuentas de  plaguetas
decrecen por Y8 - 1.89%  (Hzll) reflejada en la completa
distribucitu e plaquetas en la ssparacinn,

Ambas  muestras Lanto de  contes de plagquetas como
protel nas en plaguetss para el ensayo de MAO se siguen  por
al e todo die Mayphy ot al, 1976,

RESULTADOS,

El aigniticado de la actividad de MAO plaq*etaria
usando 21 m*todo de conteo Jde plaquetas fud de 6,88 = 1.86
unidaldespor 10 nuestras obtenidas en un dia y 7.07 - 1.83
unidades por 10 musstras obtenidas a los siete dias después
51 embargo, el uianILQado de MAO en la determinacion de
protel nas fye de 63.5 - 21.0 unidades por 10 muestras de un
dia y b9.8 ~ 15.8 unidades por 10 muestras obtenidas a los
siete dias

El coeflciente de currelacion en la determinacion de 1a
actividad de MAQO por el m@todo de protelnas en plaquetas .y
ul metodo de conteo de plaguetas, ambos en periodos de 1 a 8
dias fus de 0.Y76 y 0U.762,respuctivamente (p < 0.04).



El significado de C.V (coeficiant~ d# variacién) én el
mrhodo, de  conteo  de plaquetaq por: 17 a 8 ::dias’ es’ de
2.97%  2.47% y 2.91 ~ 1.74% respectivamente. Ambos valoregv
son sigunlficativamente menores- (p < ’ O'Oo) Clque il
corr#sgondiunte al C.Vv de 1 al 8- -dia, 5.62%
H.43% ~ 3.89% respectivamente, obtenidos por‘iﬂl
protei nas en plaquetas. . S

‘netodo dé’f

ELI.U.0 (worrelacidn intraclase) ‘por. todo un.dia o Por
los ocho dias  es! altamente significativo "y virtualmente

_4.352 ¥ L

idéntico para ambos métodos (U.879 .y 0.981.  por. iconteo’ de,‘V

plagunetas y 0.870'y 0.852 para proteina en plaquﬂtas)‘hl e
e¢sta basado en elslgnificado del split duplicado:: :

dias del’estudio fue considerado mejor por el
plaquetas; 0,852, Sin embargo, ambos tueron uignlfiﬂativos a
el nivel- 0.01. :

. “En"un estudio comparative para determinar: - la‘ cantidad
de mugstra utilizada para conteo. de 'plaquetas Sfukiide
28.5% 12.7% menor a la cantidad de mupstra para el.. usado
en protﬂinas en plaquetas, SO,

o1



6.2.- KRAJL MICHAKL et ai.v 1995.

Es un rrétodo simple y muy rﬁpido de Wiassbach basado en
fotometr.( a. . "Usando  “como - sustrato “ kinuramina® ' que.
desaparece a una densidad 6ptica de 360 ym. en un’
espectrofotométrico.’

En el . laboratorio

este métcdo ',

MAO:"
¥y cerebro.. ;
Esbé e todo adaptado de Weissba h

en .. un : fluororrétrico ;
4= hidroqulnolelna (4= HOQ) presentandose :
expontanea’dsl’ 1ntermediario que ‘eg-el” aldehid ‘formado’ por":
la desaminacidn i oxidativa. de kinuramina:la:lactivacién: y

fluorecencia: de kinuramina v 4 HOQ en NaOH 3y N se’ expresa ‘en”.
la figura

A AcHivation] 8 %
: !

Fluarescence, Arbitrary Units' *

213 0,275 . °313 318 - 37 423 ars




En una  aetivacién de. .315um, la “4-HOQ ' exhibe ‘una
interesante . fluorescencia 'maxima ~de  380um. . . Bajo.  estas
condiciones un, exceso mayor: a 10 vaces de kinuramlna, no . .se
aprecia fluorescencia. . U

m;'rqno.

La- 1nﬁubnci¢n fue llevada como ¢ sigue A 1ml de »enzima
(un _tejrdo’ homogenso  acuoso) - se . le adiciona’ 0 05 ml:
kinuramina (100 ag~ Kinuramina:: dlhidrobromida)
buffer dn fosfatos (D oM. pH 7. 4) y 3ml deiagua

8¢ incuba 30 minutos a 37 C como
“adicionan 2 ml de scido ttiﬂloroacﬁti
prutelna preciplLada fué suspendid

se le agregan

‘A 1ml de sobrenadante

Los blancos y 4-HOQ estandar ise. 1le
del procedimiento.

Un 4-HOQ estandar de 10muM (1 99
tfluorescenclia arbitraria de 77 - 2~

pracipltado du proteinas, .’ : :
de tejldo ni por kinutamina," ’
wi nimos. s

Para la perdida de  TCA caus
fluorescencia de 4-HOQ. Como - el 4- HOQ

variado mis de- 2 unidades desde.su valor promedic.de 77, la
fluctuaciones del TCA en la prActica on minimas e
El CA ha sido retenido  coms. agente desptotelnizador

porgue e permitir el ensayo de MAO



6.3.~ MURPHY D. L. ot al. 1976.

Este métodn: se basa en dwtermihar si hay variacisn en
determinar MAQ plaquetatla y. en pla“ma amino oxldasa, en 680
lndlviduos.;/ :

' 'm:'rono :

Se hizo an andlisis comparativo comblnando
- amino-~oxidasa en plusma y monoamino- oxidasa plaquetaria,

El sustrato fue preparado usando . (metileno-~ C)

~bencllamina HC1 (4.0 mCi/m moles),combinandolo con:un 'nivel‘;' '
radiactivo ds bencilamina HClL en 0.01 N de HCLl con  una.

actividad espect fica de £.0 mbi/m moles.

El sustrato se lava con 15-20 ml de tolueno hasta quef,

el contenidu del extracto de tolueno sea constante. -

Este procedimiento elimlna de 0-15% de la radiactlvidad,'
del sustrato.

A cuabrn alicuotas de PR de 0.25 ml que contienen
10°plaquetas  da donde a dos allcuotas se le adiciona
porgilina HCL 4xi0 M e incubados & 37°C por 1b minutos.

Posteriormente se le adiciona 0.25 ml de una mefcla ‘de
buffer (0.2 M de trisfosfato pH 9.1) y 4 x 107 M de
bencilamina,

Deepués de 30 minutos do incubacidn a 37°C, se termind
la reacclédn por la adicievn de L0pl de HCL 3N,

5 minutos desputs se agregaron 3 ml de heptano en cada
uno de los tubos y se agitaron 5 minutos, -

Se centrifugan a 2000 g por 10 minutos y se colocan en
an bae de hielo y alcohol. Las capas acuosas fueron
congeladas y la capa de heptano fud vartida en 10 ml de
acusol.

Lu  interacitn estudiada en 10 4individuos fue de
95-97%.La  formacidn del producto se determina por
aspertrémetro de  centelles comparada cada uno con un
estandar externo.

Los resultados de la reaccion pueden compararse con
Llancos de salina y controles tratados previamente c¢on HCl
3 N y preincubados.

La pargilina a la concentracién usada no afecta la
actividad de plasma amino oxidasa sin embargo, hay total
lohibicion de MAO plaquetaria. Esta puede calcularse con 1la
diferencia entre el producto formado de las alfcuotas
tratadas con pargilina y aquellas que no se uso inhibidor.

La acitividad de MAO plaquetaria se expresa por n
moulues/10° plaquetashr/plaquots, y plasma amino-oxidasa por n
moles/mi/shr/plasma.

e



ENSAYO DE MAO PLAQUETARIA.

Los “granulos de plaquetas aisladas se - - lavan
aproximadamente'lo segundos en 0.1 ml .de .agua deStilada/ml
de PRP original y se distribuyen en alicuotas ;de +50p1
'un contienen de 0.2 a 0.5 mg de protelnas. . :

Las allcuotas se incuban a 37°C con’0.5 ml’ de buffer de

zosfato= 0.08 M rcon pH 7.2 [14] triptamina’ (preparada. ..

bisuccinato de triptamina) 47 mCi/n moles y triptamine “HC1
La concentraclén final es de 8 x 10°M. :

en un bafio de hielo.
El producto 1ué extraido en 4.5 ml de tol

agitacisdn po centrifugacion y refrigerado._

Determinandose la concentracidn en el. espectrofotometro =

de centelluo.

RESULTADOS:

Cumparando el PRP del enfﬂyo usado & C]‘ben ilamina. "y
plaquetas contenidas con o :bajo . el rensayc. de
triptamina o la determinaciﬁn de proteinaa splaguetarias
produce un coeficlente de correlacién por: ‘lar:actividad - de
MAQ plaquetaria de 0.85 (p < 0.001, N = 48) muy similar-a la
correlacitén previa observada de 0,89 (p <iE0V001, N = 0 78)
obtenida de una comparacidén de tripatminai. con -ibencilamina
como sustratos. PR i

Las actividades especificas con bencilamlha como el

sustrato es aproximadamente 10 veces mas alto - (48,6 5.4
n moles/mgde proteinashr) y aguellos obtenidos con
triptamina como sustrato (5.03-.- O 72 n: moles/mg 'dg

proteinashr, N = 12).

El contenido de plaquetas esta muy. relacionado con la®
determinacicon de proteinas esn plaquetas " (r = 0 BB. P <
0.001, N = 49). i Lo
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itriptamina . se -puede’
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En'los resultadoa dne la _ecuacisn
regresitn derlvada Yde 748" " ‘pares: de
actividad. de ‘bencilamina- tiramina o°
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II. DISCUSION.

Estudios hechos por Me'::Donald sugieren .que _hay  una
disminucidn en el tamafio. de plaguetas durante su tiempo de
sobrevivencia en el torrente’ ’‘sanguineo. 'El" ‘decremento en
tamafo ¥ cambins en su composicién bioquimica,  hace.  suponer
que las  plaguetas . sufren 'un proceso’ . de:. maduracisn [
enve jecimiento mientras estan circulando. En un. experimento
hecho por Karpatkin en el que se separs dos  poblaciones. de
densidad media demostrd que las plaquetas mis pesadas tienen
un potencial metabdlico mayor y suglere que pueden . ser: las
plaquetas Jévenes las cuales progresan o envejecen con’ la
edad a plaguetas mis ligeras y chicas con disminucién - del
potencial metabdlico., La poblacién de plaguetas ma's grandes
y pesadas contiene mas glicdgeno, ortofosfato, ATP, AMP, ¥
proteinas comparada con la poblacidn mis ligera-pequefa,
cuando son expresadas en gramo por peso humede o por
mililitro de plaquetas empacadas. Estas porpledades
proporcionan a las plaquelas grandes y pesadas una ventaja®
metabdlica con  respecto al mantenimiento de gradientes
catidnicos, los cumles requieren energia y wmantienen su
forma discoldal también para desasrrollar una funeidn
metabslica. Esta suposicitn ez apoyada por el hecho de . qus
las plaquetas grandes son conslderablemente mss resistentes
a la lisis osmdtica. Si se considera a una plagueta como una
asfera (actualmente es el intermedio de una esfera y un
disco}, una plagqueta mwis grande tendri a menns Area
supsrficial por unidad de volumen gque una plagueta chice
(por ajemplo el &res superficial de una esféra, que aumenta
con el cuadrado del radio por lo tantue el volumen aumenta
con el cubo del radio). Consecuentemente una plaqueta grande
tendria mas adenin nucl2otido por area superficlial para una
actividad de ATFasa que una plaqueta pequefa con la uwlsma
cantidad de adenin nucleotido por unidad de volumen. Todos
astos datos sugieren que las plaguetas grandes-pesadas son
Juvenes, y son las que se liberan de la médula dsea,
mientras que las pequefins-ligeras son las viejas siendo que
ya 1llevan varios diss en circulacién. Ademas de la
heterogeneidad metabdlica de las plaguetas humanas apoya la
Lesis de que las plagquetas mueren por senectud antes de que
sean destruidas.



Existen considerables evidencias de ‘que ‘ig 'plaquetasu
varian on peso, tamafio, actividad glico}itica. ‘densidad vy
onbenldo de protelnas. Tamblén se. ha observadof que: hay”,

actividad de MAO m4s alta que las plaquetas’’
vizjas, Subpoblaciones de plaguetas las cuales
actividad de MAO ze han obtenido por medio: de:
gradisntes de densidad media o repetidas
del EKP con incrementos de los valoreside

Friedhoftf separd las plaquetas : )
diferentes densidad y observd que':la . frace
tuvo una actividad de MAO de 15 veces ma
mAS alta en contenido de proteinas’'queilal i
ligera. El andlisis de subpoblaciones:de’ plaquetas
que. 'hay . una diferencia  significativa™ en .tamafio 3
plaquetas ligeras y pesadas. El porcentaje. ‘mAs’alto de ambas*
particulas y el total de proteinas plaquetatias ‘es: b
asowciado con fracciones ligeras.

El metodo de separacién de plaguetas que - describe -
friedhoff mediante centrifugaciones de diferente - densidad
para obtener fracclones de plaquetas, excluye las. . plaguetas.:
grandes y pesadas que quedan atrapadas en las células. - rojas.

y en-la capa intermedia del suero (FRP) y c#lulas rojas.1'

Estos mrtodos que emplean centrifugaciones de densidad
media son eflcientes para subdividir poblaciones de
plaguetas pero pueden ser una fuente de error debido a que
no han sldo empleados en estudios de MAO en paclientes
psiquiatricos. El anilisis estructural muestra que las
plaguetas passadas contienen mis granulos que las plaguetas
1igeras, un sistema canicular menos prominente y un numeroc
equivalentre de mitocondrias. Las plaquetas Jovenes o pesadas
tienen un promsdio de sobrevivencia mucho mag grande que las
plaquetas ligeras 313.6 horas contra 74.6 horas., Friedhoff,
Millar y Karpatkin separaron plaquetas de acuerdo a
diferentes densidades y mostraron que hay una diferencia de
2 a b veces =n la actividad de MAO entre subfracciones mas
ligeras y pesadas.Las plaquetas mas pesadas contienen una
actlvidad plaquetaria especifica mis alta,



En el método de cpntrifugacldn difurenﬂial. ié }fuérzé
"g". multiplicada  por el. . tiempo’ del ' paso.“iinicial © de

centrifugacivn es =1 principal’ factor ‘que. determina el tipo

n densidad de plaquetas obtenido en el paquete final 'y Tasi’
la autivldad aapecl fica- de MAO. SR

Hay por lo menos otros 4 factores que interaccionan con
el método de centrifugacion diferencial para’ dar rsultados
srroneos 0 variablea: Las plaquetas preparadas a temperatura
ambiente, @ato &5 debido a que el  frio causa . plaguetas
densas gque se fijan en la capa intermedia  con células.’
blancas o linfocitos. Un segundo factor es la contaminacién
del paguete de plaguetas con proteinas del plasma, =1 cual
interfiere: en la determinacidn y cilculos de proteinas y por
1o tanto se obtendran valores errdneos, La mayoria de los
wrtodos que se han revisade simplemente e£njuagan el paquete
intasto en el fondo del tubo quedando residuos de grandes
contenidos de protetnas plasmaticas.Iguel suceds en en loa
mtodos donde se resuspende el paguete de plaquetas, un gran
porcentaje de plaguetas quedan aglutinadas y quedan
atrapadas proteinass plasmstleas. El1  tercer factor es la
contaminacidn de cflulas rojas y blancas en 1la preparacidn
de plaguetas #s3to seria un problema serio, especialmente
cuando se ha mostrado que los linfocitos contienen MAO., A
bajas fuerzas de "g" hay siempre un intercambio entre 1a
recuperacitn de plaguetas mas densas y coantaminacién con
linfocltes, El factor final es qus la distribucién ¢
densidad de plagquetas no son uniformes en todos los
individucs. Ademis en el metodo de centrifugacién
diferencial, la recuperacién de plaquetas mas dJdensas  varia
de individuns a individuos. o

Corash (1974 y 1977) menciona que para la separacién de
plaguetas & partir del total de sangre, las primeras
técnicas requerian del uso del plasma rico en plaquetas
(PRP), en #sta preparacidn se tienen pérdidas del 20 al 40 %
de la pobalclién de pluquetas, siendo que ¢sta  poblacidén de
plaquetas esta compuesta de plaguetas grandes y pesadas con
actividades metabdlicas incrementadas. Mediante éste metodo
26 obtienes un porcentaje mayor del 95% de la pobaleion de
las plaquetas, que utiliza 1la centrifugacion de densidad
boyante y soluciones isosmdticas de Stractan que es un
polisucarido de arabini-galactano. El analisis de
distribuclon del tamafio de plaguetas demuestran que la
poblacion de plaquetas grandes excluldas por la téenica del
PRP &8s retenida por 21 metodo de Stractan.



Este metodo fud desarrollade para aislar y. fracclonar
poblaciones de plaquetas en subpoblaciones .dependientes  de
la densidad. S

Las plaquetas obtenidas por eate m#*todo estin libres: de
proteinas plasmaticas y se agregan normalmente  al: ADE .y
ristocetina. El otro netodo de Corash (1980) evita muchos de -
los problemas anteriores. Este procedimento da un "98% . de
rendimiento de recuperacién de la poblacién de plaquetas: sin
contaminacisn de protelnas plasmiticas y virtualmnete 'sin
ce¢lulas rojas o contaminacion de leucocitus, .

La sangre se trata directamente, esto es, se’ lava cinco',

veces con soluclon buffer isoténica y se centrifuga a.700 g SRR

cbteniendo el paquete final de plaquetas a una: fuerza "g" de .
1500 durante 20 minutos. Cada paso de easte procedimiento-“ha.

sido cuidadosamente disefiado de tal forma gue las. plaguetas e

permanezcan filioldgicamente intactas vy no se - aglutinen 'y
atrapen proteinas plasmaticas. : TR

Existe otro mftodo que utiliza la centrifugacidn
diferencial convencional implementada por Vargas y- Moncada
(1982). El paquete de plaguetas se aisla mediante
centrifugaciones de 350 y 250 g en las que separa primero el
plasma rico en plagquetas (FRP) al cual se le afade - un
potente inhibidor de plaquetas que es la prostaclclina PGIlz
que evita la gregacion de é@sta estructura hematica, el boton
de plaquetas se recolecta a 2100 rpm, lavandose dos veces
con una solucién de tirode que contiene suero de albumina de
bovino ¥y la prostaciclina. A #ste paquete final de plsquetas
3¢ le determina la acitvidad de MAO.

Otro de los problemas que es independiente a " la
separacién de plaguetas y que da resultados erréneos en’ la
agtividad de MAO es la forma de expresar la Poncentrauibn de
asta actividad.



Existen’ dos maneras de reportar ‘la actiiidad'de MAO. que
son: nmclﬁan de produﬁto/hr/mg dﬁ ‘proteina’ -y rnmoles - -de
producto/1U plaquvtau. - PRNERICSU

Lu dutnrminarlhn 4 la a»bivldad de MAO Ten plaquestas
aisladas del PRE aunada won 1a- detﬁrminaﬂlén ‘de/- protet nas
Lotales  en - plaquetas conteniendu ~otras”’ sustancias
nitrugenadas se expresa - en  actividad de’ MAOQS por. mg  de
protet nal’ R PR

El potencial de error en esta forms de cexpresion de
concentracion sg de conslderacidn porque no  solamente son
protet nas  de plagustas sino  que  pueded  sexr  compueslos
nltrogenados que sz valoran como proteinas dando valores
crraneos.  HEstas  protet nas no  plagquetarias pueden ser
incluidaz en el paguete de plaquetas durante su recoleccion
La actividad de MAO como una funcion del conteo de plagustus
us el método ailernativeo que se ha usado y que da resultados
mae confiables para expresar su concentracién. Inclusive hay
diferencias entre una tecnlea y otra en la actividad de MAOQ
y mstas pucden ser debidas s los diferentes  parauwetros  doel
procediemiento mismo, Lal como el sustrate utlilizado, la
Maerza centrd fuga "g” y temperastura.

Jackman huees  ana  comparacieon  cmpleando  conteo e
plaguetas y protetnas de plaguoctas. De log cuales obtuve  la
evidenclia de que as més seguro y confliable =1 metodo de
aonteo de plaguetas que ¢l de  protelnas en  plaquetss, Bl
Jescenso gue existe en el metodo de proteinas  en plagquetas
pede sor debido por el coagule de plaguetas contenidas  en
las células rojas, y ex¢lulas blancas de sangre,

Adewas en los resultadus se indica que hay una pardida
en la actividad de MAO en proteinas, esto puede reflejar un
perjuicio por el alslamiento, o porque en el lavado haya
e rdida de proteinas, o por la ausencia de un activador del
pluasma durante la formacivn del cosagulo. Nada de wsto ue
presenta en el metodu de conteo de plaquetas,



EL rpocadimiento que sigue Jackman parsa ia
determinacidn de la actividad de MAO es muy. similar al
propuesto por Murphy en <l cual se hace una  determinaclién
primaria de amino oxidasa en plasma, utilizando bencilamina
womo sastrato combinandolo con pargilina el cual es un
inhibidor de la ferma B de MAO v como se ha venide diciends
25 la forma que presentan las plaquetas. por lo gue  hay
total inhibicion de Mao plaguetaria. El producto se obtiene
s medicivn de las mucstras por espectrofotometria de
zeptelies. Fara determinar la actividad de MAO en plaguetas
an dele medir la amino oxidasa en plasma  corroborarla econ.
tus mnetras que no ze les adiclond pargilina por 1o que no
25 muy confiable el resultade obtenido.

Anallzandn  otro de loas metodos cominmente usados
w2slablece un procedimisnts que evita los problemas de los
anlesriores, este es el métodn de Krajl ya que su  fundamentn
esta  Dbasado en  microfluorimetria en el  cual sdlo. la
desaparacian del sustrato que en este caso es  kinuramina vy
la formacion del prodacte gue seria  4-hidroxiguinoleina
(4-HOQ) que me detecta an el aparato a 380 um,

FALLA DE OPRIGEN



T11.CONCLUSIONES.

Estudlos anteriores demuestran que la haterogeneidad oz
las plaguetas., es sn parte dependiente de la edad y la
relacion de densidad  fluctuante esto es  lmportante en  la
preparacidn de  las plaguetas, Se ha mostrado gue el
promedio de  rendimiento de  plaguetas oblenidas medlante
la geparacldn primaria del plusma rico en  plaguetas bajo
condleciones eztandares es aproximadamente del 75% del total
de las plaquetas presentes en la sangre. Por medio de esta
tecnica se tienen perdidas del 20 al 40% de la poblacidn
Lotul de plaguetas oomo se menciond  anteriormente, Uns
poblacidn de plaguetas mayor del 95% de la sangre total se
alsla centrifugsande esta con una solucion isoswmhtica de
Hlrastan (arabino-galactano).

Los andlisls de distribuclén del tamaffo de  plaguetas
demuestran que la poblacion de plaguetas pesadas-grandes
excluldas por la técnica del PRF es retenida por el mtodo
de Corash (18980).

£l métode de Corash (Schizophrenia Bulletin 1880)
muestra ana variacion significatlvamente baja comparada con
oLros mttodos comunmente empleados. Al igual, el coeficlents
de vorrelacidn del interensayo para maestras corridas el
mismo dia fué de 0.99 (n=14) y 2l 1CC para muestras corridas
en diferentes dias fue de 0,94 (n=28),

Hoclentemente se ha discutlido que existen diferencias
entye un individue y otro con respecto a la distribucien de
plaguetas en gradientes Jde densidad. Corash encontrd que
eate factor interacciona con el wetodo de centrifugacién
diferencial para dar un error arriba de 8 a 10 vecas en la
tiwterminacion de la actividad de MAO. Por ejemplo wcon el
metodo de centrifugacion diferencial se encontrd que la
actividad de MAO de un paciente fus de 2.5 + 0.13 (SEM)
(n=14), Sin embargy, la misma muestra procesada por el
método de Corash presentd una actividad de 21.4 + 1.11.



Tambien la diferencia en’ ol - porcentaje. en . actividad
para muestras . promesadas: por-estos .dos- métodws no es
constante . vy varia considerablemente  “de individuo a
individuo. S : '

De los imdtodos menclonades  para la  separacion de
plogquetas a partir de la sangre total, 1las dos técnicas  que
se dascriben al principio y que pertenecen a Corash (1974 vy
1977) se obtienen buenos porcentajes de rendimiento y separa
subpoblacionss de  plaguetas con  sclucliones de Stractan
contritugade con gradientes de  densidad media, obteniends
pluguetas libres de eritrocitos y leucocitos.

Esta téenica resulta bastante costosa por el wvalor
elavado de las soluciones, material y equipo utlilizado.

Con el metodo de Corash (1980) ase obtiene un  89B%. de
rendimiento y utiliza en lugar de Stractan una solucinn
buffer de lavado de pH 7.4 que es la - que  sSe agrega a la
sangre directamente vy se somete a una serie de
centrifugaciones y lavados para obtener el paguete final de |
plagquetas todo procesado a temperatura ambiente.

El metodo de Fritz (1986) al igual gue el de Corash
presenta ligeras modificaciones tales como los valores de la
velocldad de  centrifugacion, tiempo de  centrifugacian y
Leperatura,

Un vltims méetodo que utilizs centrlifugacion diferencial
cvonvenclonal y gue hace uso de  las  prostaciclinas as= gque
desarrollaron Vargas y Moncada (Prostaglandinas 1880). En
uste método primero se sopara el plasma rico en plaguetas
(PRE') y a8 este s le afiade la prostaciclina (FGIlz) que ¢ un
inhibidor de agregados de plaguetas, desechando el paquete
colular rojo y el plsma rico en plagustas se somele a varias
cantrifugaciones vy lavados adicionando en cada paso la
prostaciclina, finalmente se  centrifuga a 2500 rpm para
obtoener 21l paguete de  plaguetas a 20C al que ss le
determina la actividad de MAO,



Finalwente se mencionard una teenlca que en particular
propondremcs vy queda sujeta a nimerosos estudios 'y ensayus
para determinar sus parametros de-control:de calidad,  .esta
e uns combinaclion del metodo. de. Corash-Frituz. ‘en .que " se
mbtiene un plasma rico en plaquetas diluldo y  Moncada ‘- que
ntiliza la prostaciclina (PGlz). . SR Coe

A 40 ml de sangre venosa se le aﬁadenrz.B ml de cltrato
triséddico al 4% 4 0.2 ml de heparina (5,000, UO/ml), . se
mezclan glrands suavemente., A esta solucisn =e-le affade 9.0
ml de Tirode-BSA gue contiene PGl se mezcla y centrifuga a
1000 rpm durante 15 minutos sin alto. El PRP diluido se mide
y transfiere a un tubo, Al psquete celular rojo se affaden 18
mi de solucidn amortiguadora o tirode con 3.0 pl de FGT . por
cada 10 ml de PRP, se mezcla y se centrifuga a 700rpm por 10
minutos se separa oste lavado y se junta con el primer FRP,
wate porceso de lavado se repite dos veces mas  reunlende
todos los lavados a los cuales se les affade 15 ul de PGI y
centrifugan a 2600 rpm durante 15 minutos sin alte a 20C,
Se desechan el paguete celular rojo y el sobrenadante de
donde ge recolectd la apstilla de plaguetas. :

Eata pastilia se resuspende en 20 ml de scluclién de
tirnde-BSA con 15 ul de PGI y  se centrifuga a 1800 rpm
durante 10 minutos =ste paso se vuelve a repetir uns ves mas
p3ra recalectar =i paquete de plaquetas en un tubo de
plsatice ¥y conservario wsn el congelsdor s -B0°C  pora
posturiormente determinar la actividad de MAO.

Con respecto a la forma de reportar y expresar la
woncentracion de la actividad de MAO  plaguetaria, resulta
wHs contiable y oxacta reportaria en funcitin del conteo du
plaguetas debido a gue aqui nada mss 2e determina sl namerc
diz plaguetus tomandos una alicuota de la zsuspension de
plugquatas con PGlz y se les directamente wen el contador
electrdnico, comparado con el reports de mg de proteinas ya
gque estus se determinan del hotdn de plaquetas gues  quedan
deapues de terminar la reaccldn de MAO, Y para llevar a cabo
¢ata nltima se toma uwna alicuota de  la suspensién  del
coneantrado de plaquetas sl cual se obtiene de una serie de
centrifugaclones y lavados en los que existe mas riesgo de
perdida de muestra y contaminacion de eritrocitos, lencocitos
y protetnas no celulares o plasmaticas, por lo tanto esto
counidueirs a obtener valores errcneos.



De: acuerdo & los ntedos que comunmente son utilizados
para la detorminaclon de la sactividad  de MAO a nuestro
eriterio nosotros proponemos que el mas confiable, y con un
m nine de error del 2% eg el de Krajl - porque  nos da .las
sigulentes ventajas: ; : : .

Una manipulacitdn zimple
Menor tiempo. y : :
Mayor rendimiento,
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