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I.l. INTRODÜCCION

En la présente tesls tratamos de exponer nuestros intere 
ses e investigaciones sobre la estructura y funciôn del sistema 
de membrana plasmâtica de plaquetas, sistema muy peculiar tanto 
desde el punto de vista de su origen como desde el de su rica y 
variada funciôn.

En este primer capîtulo comenzaremos con la visiôn que a 
nuestro entender se tiene hoy sobre la estructura y funciôn de 
membranas plasmâticas, en general. Posteriormente tratamos de al 
gunos fenômenos de superficie celular en coagulaciôn y hemosta­
sia, para después ocuparnos del estado actual de nuestros conoc_i 
mientos sobre membrana plasmâtica de plaqueta humana, senalando 
el interés y la trascendencia de la bôsqueda de este conocimiento.

Finalmente, terminaremos este capîtulo con la exposiciôn 
de nuestros objetivos y plan de trabajo en la présente tesis.

I.l.l. Aspectos générales de interés en el estudio de la 
estructura y funciôn de membranas plasmâticas

Los fosfollpidos y demâs llpidos en su bôsqueda por su 
propio equilibrio termodinâmico en agua, han creado un tipo de 
estructura, la bicapa lipldica (1), que impide el equilibrio de 
la mayorla de las sustancias hidrosolubles entre los compartimen 
tos que ella sépara. Estas fueron la primera estructura y la pr^ 
mera funciôn que se reconocieron en membranas biolôgicas. Pronto
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se puso de maniflesto la necesldad que las células tlenen de con 
trolar esta barrera para desarrollar los aspectos vitales de su 
funcionamiento: acceso de metabolites para fuente de energla; ac 
ceso de unidades bâsicas para la bioslntesis de protelnas, âci­
dos nucleicos y llpidos; canales iônicos para la transmisiôn de 
impulses eléctricos; lugares de reconocimiento en la superficie 
extracelular para la organizaciôn de estructuras supracelulares, 
reconocimiento de hormonas, neurotransmisores, etc; canales de 
comunicaciôn intercelular; sistemas de mantenimiento de gradien- 
tes electroqulmicos; secreciôn de hormonas, enzimas, neurotrans­
misores, etc.

Asl, a la primitiva idea de membrana como limite fueron 
ahadiéndose las funciones propias de las unidades de reconoci­
miento e interacciôn especlficos con senales flsicas y qulmicas, 
y posteriormente las unidades acopladas con ellas y responsa­
bles de la puesta en marcha de una funciôn especlfica, como re£ 
puesta a aquel reconocimiento.

Ejemplo de estos sistemas de unidades de reconocimiento 
acopladas a unidades de control de funciôn tenemos en los rece£ 
tores quîmicos, los receptores sensoriales, los déterminantes 
de especificidad antigénica superficial, las enzimas de superfi­
cie, y los sistemas de conversiôn de energla en el sentido mâs 
amplio.

Es obvio el por qué estos sistemas estân asentados en 
el limite citoplasma-medio extracelular, lo que ya no lo es tan 
to son las limitaciones y las ventajas para la dinâmica molecu­
lar, y por tanto para su funciôn que simultâneamente suponen su
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incorporaciôn a estructuras supramoleculares condensadas y para 
muchos efectos bldimenslonales.

En la présente tesls nos vamos a restrlnglr a los siste­
mas de reconocimiento de senales qulmicas y de control de funci&i 
correspondientes, tratando de gradualmente aproximarnos al siste 
ma que nos iriteresa a nosot’ros en particular, el que incluye la 
glicoprotelna Illa de membrana plasmâtica de plaquetas humanas.

1.2. ALGUNOS FENOMENOS DE SUPERFICIE CELULAR EN COAGULACION 
Y HEMOSTASIA

En este apartado trataremos de dar una visiôn actual del 
mecanismo hemostâtico y la interrelaciôn de los très sistemas 
que lo fundamentan; el sistema de coagulaciôn, el sistema vascu 
lar y el sistema plaquetario.

La formaciôn del tapôn hemostâtico que impide la pérdi- 
da de sangre tras un dano vascular, es uno de los mecanismos de 
defensa del hombre menos efectistas, precisamente por su alta 
eficiencia en el control de la hemorragia que puede acontecerle 
durante los muchos y variados insultos externos a lo largo de 
su vida y durante acontecimientos fisiolôgicos taies como el par 
to y el nacimiento, el ciclo sexual femenino, etc.

Si esta eficiencia es admirable y beneficiosa, todavia 
lo es mâs si cabe el perfecto control de este mecanismo, que 
cuando fracasa por motivos congénitos o adquiridos, puede 11e- 
varnos a una tendencia hemorrâgica o por el contrario a una trcm 
bosis o a una ateroesclerosis vascular.

El mecanismo hemostâtico y su control es el fruto de una
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estrecha y complicada interrelaciôn entre très sistemas funda- 
mentales:

- El sistema de coagulaciôn.
- El sistema vascular.
- El sistema plaquetario.
Alteraciones en cualquiera de estos sistemas pueden 11e- 

var a defectos en el mecanismo o en el sistema de control de la
hemostasia. Se trata de una multitud de factores solubles, taies
como factores de coagulaciôn, productos de secreciôn de grSnulos 
de plaqueta, etc, e insolubles, estos ûltimos dispuestos funda- 
mentalmente en estructuras supramoleculares, taies como membra­
nas plasmâticas de plaqueta, endotelio vascular, colâgeno y sub- 
endotelio, etc (Esquemas I y II).

El mecanismo de disparo natural del proceso hemostâtico 
es por rotura de la continuidad vascular y consiguiente extrava- 
saciôn de sangre, pero lesiones menores pueden suceder taies co­
mo lesiôn ûnicamente del endotelio vascular. Estas lesiones po- 
nen en marcha primariamente por un lado la activaciôn extrînseca 
del sistema de coagulaciôn y por otro la adhesiôn a subendotelio 
de una monocapa de plaquetas, y ademâs una acciôn vasoconstricto 
ra de los terminales simpâticos.

Una vez formadas pequehas cantidades de FX por activa­
ciôn extrînseca, se forma una pequena cantidad de trombina (Fila) 
que va a facilitar la puesta en marcha de la via intrinseca de 
coagulaciôn, asl como la activaciôn de plaquetas.

Igualmente, la monocapa de plaquetas adherida a subendo­
telio se activa, cambia de forma, emite pseudôpodos y se degra-
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nula liberando ADP, serotonina (vasoconstrictor posiblemente) , 
factor plaquetario 4 (antiheparina), Ca^^, etc, lo que a su vez 
va a originar el que otras plaquetas circulantes se activen, se 
agreguen y se deqranulen sobre esta monocapa adherida, y asî su­
ces ivamen te nuevas capas de plaquetas sobre las anteriormente de 
positadas. La activaciôn de estas plaquetas y la liberaciôn de 
mâs ADP, serotonina, FP4, tromboxano A^ (potente vasoconstric­
tor), Ca^^, factores mitogénicos, enzimas lisosomales, exposi- 
ciôn de FP3, etc, junto con la propia lesiôn endotelial, va a 
facilitar la puesta en marcha de la via intrinseca de coagula­
ciôn y la formaciôn de cantidades mayores de trombina.

De este modo tenemos formado un tapôn de plaquetas agre- 
gadas y degranuladas total o parcialmente, y el sistema de forma 
ciôn de fibrina disparado. El tapôn plaquetario con fibrina o ta 
pôn hemostâtico estable, se contrae y obtura la rotura vascular 
cerrândose la salida de sangre.

Una vez aquî tienen que ponerse en marcha sistemas que 
frenen tanto la agregaciôn plaquetarla como la formaciôn de fi- 
brina y el avance del tapôn hemostâtico a lo largo de la luz del 
vaso mâs allâ de la pared vascular dahada. Finalmente hay que fa 
cilitar la reconstrucciôn de la lesiôn de la pared, restablecer 
su continuidad, desechar el tapôn hemostâtico y restablecer la 
luz vascular y la circulaciôn sanguînea; esto es, una restitu- 
ciôn integral de la estructura y funciôn.

Esta descripciôn fenomenolôgica y superficial es la 
exprèsiôn de una complicada maquinaria molecular cuya estructu­
ra y dinâmica estâ lejos de estar totalmente comprendida. Lôgi-
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camente, dada la naturaleza mayoritarlamente soluble de los fac­
tores de coagulaciôn, el conocimiento del mecanismo molecular de 
coagulaciôn estâ mucho mâs désarroilado que el del mecanismo de 
hemostasia, donde predominan estructuras supramoleculares insolu 
bles, actualmente mucho mâs dificiles de estudiar, tanto en su 
aspecto estructural como en su aspecto dinâmico.

Si nos fijamos en el Esquema II vemos que hay dos proce- 
sos fundamentalmente que hacen intervenir los fosfollpidos, la 
activaciôn de FX y la activaciôn de protrombina a trombina. La 
activaciôn de FX se efectûa mediante los complejos activadores 
extrînseco e intrlnseco de FX. La activaciôn de protrombina se 
hace mediante el complejo protrombinasa.

Los experimentos que han puesto en evidencia la existen- 
cia de estos complejos activadores, sugieren que la activaciôn 
de eunbos sistemas intrlnseco y extrinseco de coagulaciôn sucede 
en la superficie de plaqueta mediante interacciones altamente es_ 
pecificas para cada factor de coagulaciôn y que no son igualadas 
por reacciones en modelos de membrana.

De todos estos fenômenos metabôlicos de membrana, de ac­
tivaciôn de factores de coagulaciôn y demâs fenômenos de recono­
cimiento y fijaciôn se senales qulmicas, nosotros nos vamos a f^ 
jar en los siguientes:

- Interacciôn plaqueta-subendotelio: adhesiôn plaquetaria.
- Activaciôn de zimôgenos en la superficie de plaqueta acti­
vada .

- Interacciôn entre plaquetas activadas: agregaciôn plaqueta­
ria.
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- Reacciôn de liberaciôn: degranulaciôn.
- Interacciôn agregado de plaqueta-fibrina: retracciôn del 

coâgulo.

1.2.1. Interacciôn plaqueta-subendotelio; adhesiôn 
plaquetaria

La vitalidad, integridad y contigOedad del endotelio vas­
cular que expone una densidad de carga neta negativa a la luz 
vascular, es fundamental para el mantenimiento de las propieda- 
des no trombogénicas en una situaciôn llena de factores procoa­
gulantes taies como plaquetas hiperactivas, estlmulos hormona­
les, bioquîmicos y tôxicos.

Cuando esta vitalidad, integridad y contigûidad se pier- 
den por lesiôn vascular, las plaquetas, normalmente con una car­
ga superficial neta negativa y en su flujo desplazadas por los 
eritrocitos de mayor tamano del centro de la luz vascular hacia 
las paredes, interaccionan con el subendotelio expuesto, donde 
entre otros motivos que veremos se encuentran con las estructu­
ras cuaternarias de colâgeno con cargas positivas netas. Las es­
tructuras de colâgeno mâs activas desde el punto de vista de ad­
hesiôn plaquetaria, se viô in vitro que eran las de colâgeno I y 
colâgeno III ( 2).

Ademâs de estos factores electrostâticos y de estructura 
cuaternaria de colâgeno, también se comprobô en câmara de perfu- 
siôn con flujo en aorta invertida de conejo, el requerimiento de 
la presencia de factor von Willebrand, FVIII R:vW. La necesidad 
de este factor se sospechô por que en la enfermedad de von Mille
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brand, que es una disfunclôn doble plaquetarla y procoagulante, 
se observa una adhesiôn plaquetaria a subendotelio defectuosa y 
una agregaciôn plaquetaria inducida por ristocetina pobre, junto 
con una baja actividad coagulante y antigénica de FVIII (2 ).

Igualmente se observé en el sîndrome de Bernard Soulier 
una adherencia a subendotelio defectuosa, una falta de agrega­
ciôn inducida por FVIII o por ristocetina, una fijaciôn de trom­
bina y una agregaciôn inducida por ella déficiente, y una defi- 
ciencia en glicocalicina y glicoprotelna Ib de banda I de glico­
protelnas de membrana. Esto junto con otros hechos hizo postular 
que estas glicoprotelnas estân implicadas en la adhesiôn a suben 
dotelio en un modo todavia no definido ( 3 ).

Por ûltimo la existencia de actividad glicosil transferâ 
sica en la membrana de plaqueta con especificidad para grupos ga 
lactosil hidroxiUsina de colâgeno, hizo postular que este 
complejo enzima-sustrato podla ser el responsable de la adhesiôn 
a subendotelio e incluso de la interacciôn célula-célula, en "una 
extensiôn de la proposiciôn de Roseman para adhesiôn entre célu­
las (4, 5).

De este modo tenemos ya varios factores relacionados , 
aunque no de modo totalmente preciso, con el mecanismo de adhe­
siôn de plaqueta a subendotelio;

a.- Un factor electrostâtico, cargas netas negativas en la su 
perfide de la plaqueta, frente a cargas netas positivas 
en el coâgulo subendotelial.

b.- El requerimiento de FVIIIR:vW, normalmente ligado tanto 
a pared de endotelio como a pared de plaqueta.
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c.- El papel de las glicoprotelnas de banda I de membrana de 
plaqueta, la glicocalicina y la GP Ib.

d.- Y la hipôtesis sin confirmar del complejo enzima: sustrato 
relacionado con la actividad glicosil transférésica de 
membrana de plaqueta.
Esta adhesiôn de plaquetas a colâgeno induce una activa­

ciôn de los trombocitos con un cambio de su forma en disco hacia 
una esfera, asl como la emisiôn de pseudôpodos relacionados con 
el sistema de contracciôn celular, una secreciôn del contenido 
de grânulos de estas plaquetas adheridas al medio extracelular y 
por ûltimo, la exposiciôn de FP3 que va a favorecer la puesta en 
marcha de las vlas extrînseca e intrinseca de activaciôn de coa­
gulaciôn.

1.2.2. Activaciôn de zimôgenos del sistema de coagulaciôn 
en la superficie de plaqueta activada

La actividad procoagulante conocida como FP3 no estâ 
bien definida en qué consiste, pero se relaciona con los fosfo­
llpidos de superficie de plaqueta, cuyas cabezas polares deben 
de proporcionar una carga negativa neta ôptima, uniformemente 
distribuida sobre la superficie (sea de plaqueta, sea de modelo 
de membrana fosfolipldica), y cuyas cadenas hidrofôbicas deben 
de estar suficientemente desaturadas como para gozar de las ca- 
racterlsticas de un cristal liquide a temperaturas fisiolôgicas 
(6) .

Se cree que su papel es el de actuar de matriz sobre la 
que se van a efectuar mucho mâs eficientemente que en soluciôn
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la formaciôn de los complejos de activaciôn de zimôgenos de coa­
gulaciôn. Esta actividad PF3 no estâ normalmente disponible en 
plaquetas intactas en reposo (no activadas); sin embargo, en un 
momento crltico durante su activaciôn se expone esta actividad 
por un mecanismo todavia no bien dilucidado y que podria ser 
cualquiera de los que a continuaciôn se relacionan (6):

a.- Proteolisis: si PF3 se tratase de la superficie lipldica 
de membrana plasmâtica cubierta por una protelna de mem­
brana.

b.- Exocitosis: si PF3 residiese en membranas de grânulos 
expuestos durante la reacciôn de liberaciôn.

c.- Reorientaciôn de llpidos procoagulantes por reordenaciôn 
de la membrana durante la agregaciôn: emisiôn de pseudô­
podos .

d.- Lisis de plaquetas: si la actividad PF3 estuviese expues- 
ta en el interior plaquetario.

e.- Por ûltimo, mediante un mecanismo flip-flop del lado in­
terno al lado externo de la membrana (catalizado por un 
enzima activado por una senal qulmica procédante de la 
liberaciôn de grânulos).
No hay pruebas efectivas de localizaciôn de PF3 en un la 

do u otro de la membrana, y por otro lado los estudios de distr^ 
buciôn de las distintas especies de fosfollpidos entre los dos 
lados de la membrana no son definitivos pues hay cierta cdntra- 
dicciôn entre ellos.

Visto lo que esquemâticamente se sabe sobre PF3 y su muy 
probable identidad con la membrana de plaqueta activada, vamos a
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ver brevemente su papel en la activaciôn de zinôgenos de coagula­
ciôn. Un gran nûmero de experimentos sugieren que la activaciôn 
del sistema intrlnseco de coagulaciôn sucede en la superficie de 
plaqueta mediante interacciones altamente especlficas para cada 
factor de coagulaciôn (6, 7).

Formaciôn de trombina

La generaciôn de trombina a partir de protrombina se 
probô con factor Xa purificado que sucede en la superficie de la 
plaqueta catalizada por el complejo protrombinasa. Se encontrô 
la existencia de alrededor de 200 receptores especlficos para 
FXa por plaqueta, que aparecen después de la reacciôn de libera­
ciôn y donde posiblemente interviene el FV liberado, y también 
se viô que estos receptores posiblemente son de naturaleza pro- 
telca por su susceptibilidad a trombina a alta concentraciôn. Es 
ta fijaciôn de FXa a plaqueta hace a este factor unas 3x10^ ve- 
ces mâs activo que en soluciôn y unas 10  ̂veces mâs activo que 
en micelas de fosfollpidos y FV. La protrombina se liga al com­
plejo formado por FV, FXa, plaqueta activada (FP3) y Câ "*", me­
diante puentes de Ca^^ desde sus residues y-carboxiglutâmicos 
del segmente N-terminal a los fosfollpidos, mientras que FV po­
siblemente se liga hidrofôbicamente a la membrana. Este comple­
jo protrombinasa soportado y organizado sobre la membrana consi­
gne tan eficientemente la aproximaciôn e interacciôn de enzima y 
sustrato que hace esta reacciôn enormemente eficaz como se re­
quière.
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Formaci6n de FXa

La formaciôn de FXa como vimos anterlormente, se genera 
por dos camlnos. Por la vîa extrînseca medlante el compleje act 
vador extrînseco de FX, que comprende FP3, FVIIIa, Ca^^ y FUI, 
y por la via Intrlnseca medlante el complejo actlvador intrlnse- 
co de FX que comprende FIXa, FVIIIa, Ca^^ y FP3. Hay bastantes 
hechos, si bien no pruebas definitivas, que indican que FXa se 
genera en la superficie de plaqueta igual como anteriormente vi­
mos para trombina. Se piensa de FVIIIa y FUI se ligan Udrofô- 
bicamente a la membrana mientras que FIXa y FVIIIa se ligan a re 
ceptores especlficos, mientras que FX se liga en ambos complejos 
medlante puentes de Ca^^ desde sus residues y-carboxiglutcimicos 
a fosfollpidos. üna vez FX se activa, FXa tiene dos caminos para 
dejar el complejo de activaciôn y alcanzar su receptor especlfi- 
co y formar el complejo protrombinasa visto anteriormente; o bien 
sale al medio soluble o bien una vez ligado a su receptor migra 
por difusidn lateral en la membrana hasta encontrarse con FV.

También se ha sugerido que FXII, FXI y FIX son activados 
y fijados en superficie de plaqueta activada de un modo similar 
a como vimos anteriormente para trombina y FXa.

1.2.3. Interaccidn entre plaquetas activadas.
Agreqaciôn plaquetaria

La agregaciôn plaquetaria es la consecuencia de la acti- 
vaciôn de plaquetas por una serie variada de senales qulmicas.

a.- Adhesiôn a colâgeno.
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b.- ADP: procedente de la reacciôn de liberaciôn de las pro- 
plas plaquetas, o de erltrocitos u otras células danadas.

c.- Trombina; procedente de la activaciôn de protrombina en 
la superficie de plaqueta adherida o agregada.

d.- Tromboxano Ag: procedente de la activaciôn de fosfolipa- 
sas de plaqueta, y subsiguiente liberaciôn de âcido ara- 
quidônico, formaciôn de endoperôxidos catalizada por la 
PG-ciclooxigenasa y por ûltimo formaciôn de tromboxano Ag 
catalizada por la tromboxano sintetasa plaquetaria.

e.- lonôforos de Ca^^: posiblemente via activaciôn de fosfo- 
lipasas.

f Adrenalina.
Fisiolôgicamente el fenômeno de agregaciôn présenta dos 

fases (2);
1^ fase de agregaciôn: es reversible, lleva consigo cambios 

en la forma de la plaqueta, emisiôn de pseudôpodos y con- 
centraciôn de grânulos en el centro, y ocurre en presen- 
cia de EDTA, en trombastenia, y espontSneamente al bajar 
el pH por debajo de 6,3.

2® fase de agregaciôn: es irreversible, y va acompanada de 
I la reacciôn de liberaciôn por degranulaciôn. Requiere la

presencia de Ca^^, fibrinôgeno, un pH entre 6,3 y 8,2 , 
ATP metabôlico. Se cree que hay una pérdida del glicoca- 
lix pero no estâ demostrado.

I En cuanto a los inhibidores de agregaciôn, actûan por me
j diaciôn de c-AMP y son de dos tipos:
j a.- Los estimuladores de adenilato ciclasa: ATP, adenosina.
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PGE^.
b.- Los Inhibidores de fosfodiesterasa: papaverina, teofili- 

na, dipiridamol.
Se cree que varies de los inductores de agregaciôn ac­

tûan a través de ADP (colâgeno, trombina, adrenalina), sin embar 
do no estâ defInitivamente identificado el receptor en la super­
ficie plaquetaria de este inductor ( 8), ni la cadena de aconte- 
cimientos que van desde el reconocimiento y fijaciôn del ADP a 
la membrana de plaqueta hasta la puesta en marcha de la funciôn 
fisiolôgica: la agregaciôn.

Fisiopatolôgicamente en la trombastenia de Glanzmann , 
que cursa con un tiempo de hemorragia prolongado, carencia de 
agregaciôn de plaquetas, retracciôn defectuosa del coSgulo, cam 
bio de forma normal inducida por ADP y deficiencia en GP Ilb y 
GP Illa de membrana de plaqueta, se relaciona esta carencia o 
deficiencia molecular con la carencia de agregaciôn, por lo que 
se postula que si bien estas glicoproteinas no son el receptor 
de ADP, pues éste parece que estâ présente, si que intervienen 
en la cadena de acontecimientos que van desde la interacciôn del 
ADP con el receptor hasta la puesta en marcha de la agregaciôn
(3) .

1.2.4. Reacciôn de liberaciôn; degranulaciôn

Dentro del citoplasma de plaquetas se observan dos tipos 
de grSnulos (2);

a.- Los grSnulos densos (unos 10 por plaqueta); contienen ADP, 
ATP, serotonina, pirofosfatos, Ca , etc.
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b.- Los grânulos a (unos 80 por plaqueta); con enzlmas llso- 
somales, protelnas catiônlcas, elastasa, factor qulmotâc- 

' tico, factor mltogénlco, B-tromboglobullna, fibrinôgeno, 
FP4 o neutralizante de heparina.
Durante la segunda etapa de agregaciôn sucede la reac­

ciôn de liberaciôn, que dependiendo del agente inductor se dis­
tingue entre;

a.- Reacciôn de liberaciôn tipo I o de grânulos densos; esti- 
mulada por ADP, adrenalina, serotonina. Es una secreciôn 
râpida.

b.- Reacciôn de liberaciôn tipo II o de grânulos o y grânulos 
densos; se distingue de la anterior por la liberaciôn de 
enzimas lisosomales que se emplean como marcadores y los 
agentes estimulantes de esta reacciôn son trombina y co- 
lâgeno.
Estas reacciones de liberaciones se efectûan por exocito 

sis mediante fusiôn de las membranas de grânulos con la membrana 
plasmâtica del sistema canalicular ligado a la superficie (6), 
con participaciôn de los elementos contrâctiles y donde el cal- 
cio tiene un papel iniciador, pudiendo su liberaciôn al interior 
citoplâsmico realizarse mediante ionôforos de Ca^^ desde el exte 
rior o bien mediante liberaciôn de calcio de los tûbulos densos 
del interior plaquetario, que actûan como depôsito de Ca^^ al 
igual que el retfculo sarcoplâsmico y el sistema T de mûsculo.

En cuanto a los inhibidores tenemos la aspirina que in­
hibe la GP-ciclooxigenasa, la citocalasina B que desorganiza el 
sistema contrâctil, la vincristina que inhibe microtûbulos y
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PGE^ y PGDg que aumentan el c-AMP.
Fisiopatolôgicamente tenemos la enfermedad de réservas 

de almacenamiento (storage pool disease) que cursa con carencia 
de almacenamiento de ADP, ATP, 5HT y Ca^^, tiempo de hemorragia 
prolongado, agregaciôn disminuida con colSgeno y trombina, ausen 
cia de segunda onda de agregaciôn con adrenalina, y agregaciôn 
reversible con ADP.

1.2.5. Interacciôn agregado de plaquetas-fibrina; retrac­
ciôn del coâgulo y sistema de contracciôn

Con la informaciôn actualmente disponible se postulô 
( 9 ) un mecanismo de contracciôn de pseudôpodos de plaqueta ac­
tivada que requiere: que estos pseudôpodos deben de penetrar un 
volumen igual al de suero desplazado; que deben de ligarse a he- 
bras de fibrina o a la superficie de otras plaquetas, y que el 
sistema de contracciôn mecanoquimico debe de estas dispuesto de 
tal modo que tire de los pseudôpodos hacia el cuerpo de la pla­
queta.

Se puede calculer que hay suficiente actina en plaqueta 
para formar la cantidad de pseudôpodos requerida para poder pe­
netrar el volumen équivalente al de suero desplazado. En cuanto 
a la interacciôn de pseudôpodos de plaqueta activada entre si y 
con fibrina, hay evidencias morfolôgicas y fisiolôgicas de que 
tiene lugar, y posiblemente durante la formaciôn del coâgulo aun 
que se carece actualmente de una caracterizaciôn quimica de esta 
interacciôn. Por ûltimo, con respecto a la disposiciôn de actina 
y miosina en plaquetas activadas, parece que los filamentos de
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actina estân dispuestos en haces, todos elles con la misma pola- 
ridad, llenando los pseudôpodos, y orientados de tal modo que el 
extreme distal del pseudôpodo séria el équivalente de la llnea Z 
en mûsculo, mientras que la miosina estâ mayoritariamente en el 
cuerpo central de plaqueta activada formando filamentos bipolares. 
De este modo, estos filamentos bipolares de miosina podrian entre 
lazar filamentos antiparalelos de actina, procédantes de pseud̂ xj- 
dos situados opue s tamen t e y dirigidos hacia el centro plaquetario, 
formando un sistema contrâctil geomêtricamente parecido a una sar 
comera muscular, tal como se esquematiza a continuaciôn, segûn (9):

Miosina

^ ^Actina ^
Membrana del extremo distal del pseudôpodo

La interacciôn de los filamentos de actina con la miosi­
na y ATP en el medio de la plaqueta desarrollarla una fuerza 
tractora sobre los filamentos de actina y secundarieunente sobre 
los pseudôpodos y las hebras de fibrina del coâgulo ligadas a 
ellos, hacia el centro de la plaqueta, con la consiguiente re­
tracciôn del coâgulo (9).

Este mecanismo de contracciôn del coâgulo incluye toda 
la evidencia experimental disponible actualmente, pero tiene por 
delante una amplia etapa experimental de verificaciôn.
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1.3. MEMBRANA PLASMATICA DE PLAQUETAS HUMANAS.GLICOPROTEINAS

1.3.1. Oriqen de la membrana plasmâtica de plaquetas himanas

Esta membrana dériva de las membranas del sistema de de- 
marcaciôn citoplâsmico del megacariocito (11), sistema que muy 
posiblemente se dériva de la membrana plasmâtica de éste por in- 
vaginaciôn (12, 13, 14), aunque también se han sugerido otros 
orîgenes (15).

La fusiôn de las membranas tubulares del sistema de de-
marcaciôn entre si, darla lugar a membranas planas quedando el
citoplasma y sus orgânulos subcelulares distribuidos y rodeados 
por éstas, dando asi origen a alrededor de 2.000 plaquetas por 
megacariocito (16).

La membrana plasmâtica de plaquetas asI formada, de 7 a
9 nm de espesor, présenta profundas invaginaciones hacia el in­
terior, formando el sistema canalicular conectado a superficie, 
sistema que aproxima muy eficazmente el interior al exterior ce- 
lular y juega un importante papel en la fisiologla plaquetaria 
como vimos anteriormente.

Mediante estudios citoqulmicos, Benhke (17) y Hovig (18), 
observaron la presencia de un halo que rodea la membrana plasmâ­
tica, de 10-20 nm y rico en carbohidratos, al que se denominô 
glicocalix. Este glicocalix se puede digerir proteollticamente 
sin grandes cambios en la ultraestructura de la membrana (18), 
con la que no se conoce bien su grado de relaciôn estructural. 
Funcionalmente no es mucho tcunpoco lo que se conoce sobre el gl^ 
cocalix y nos ocuparemos mâs adelante, al tratar de una proteina
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que se cree procédé de él, la glicocallcina.

1.3.2. Antecedentes

La MPPH tiene un 36% de protelnas, 52% de lipidos y un 
7% de azûcares, de los cuales 63% son hexosas, 29% hexosaminas 
y un 8% âcido siâlico (19).

Estudios citoqulmicos, de aglutinaciôn con virus y de 
uniôn con diferentes lectinas, fueron las primeras evidencias de 
la existencia de azûcares en la superficie plaquetaria. Asi se 
vi6 que las plaquetas se aglutinan en presencia de WGA y RCA , 
mientras que no lo hacen con Con A, PSA ni con LCA, si bien es­
tas ûltimas si originan la liberaciôn de serotonina (20).

Al principio de la década de los setenta se hicieron es­
tudios de digestiôn de plaquetas complétas con diferentes protea 
sas (21, 22, 23) principalmente tripsina, encontrândose en todos 
los casos très glicopéptidos de 120.000 (GPp I), 22.500 (GPp II) 
y 5.000 (GPp III). El GPp I se aislô mediante digestiôn tanto de 
plaquetas complétas (23) como de membranas aisladas (22) y se ca 
racterizô (21). Tiene un 70% de azûcares, y es capaz de inhibir 
la aglutinaciôn de plaquetas por WGA (20).

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS, 
se muestra que la MPPH contiene protelnas cuyos pesos molecula- 
res aparentes oscilan entre 250.000 y 13.000 y très bandas prin­
cipales de glicoproteinas denominadas GP I (155.000-150.000) ,
GP II (135.000-120.000) y GP III (103.000-95.000) (24, 25, 26,
27) .

En la fracciôn soluble del lisado de plaquetas se obser-
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v6 que habîa una glicoproteîna, cuya movilldad electroforética 
era similar a la GP I , a la que se denominô glicocalicina (GC) 
por su posible origen en el glicocalix plaquetario. Esta glico- 
protelna tiene 62% de azucar, destacando su alto contenido en ga 
lactosa y NANA (28).

La fracciôn GP I contiene la mayor parte dêl âcido siâl^ 
co de la plaqueta, es la mâs susceptible a la digestiôn cuando 
se tratan plaquetas complétas con tripsina (29) y es la que me- 
nos se ioda con mediante catâlisis con lactoperoxidasa (25,
30), siendo la fracciôn GP III la que mâs se marca. Esta GP III 
fué parcialmente purificada (25) y se preparô un anticuerpo fren 
te a ella que era capaz de aglutinar plaquetas.

También durante esta etapa se tratô de identificar los 
receptores para trombina, activador plaquetario natural como vi­
mos anteriormente. Phillips y P. Agin (30), encuentran que la 
fracciôn GP II es susceptible a la trombina, observando un des- 
censo en su concentraciôn al tratar plaquetas complétas con esta 
enzima.

En 1975 Phillips et al (31) , observan en plaquetas marca 
das con ^^^I, que GP II incluye dos componentes, GP lia y GP Ilb, 
GP lia migrando entre GP I y GP Ilb y GP Ilb en la misma posi- 
ciôn que la GP II original. Esta es la primera evidencia de que 
el patrôn de glicoproteinas era mâs complejo que el originalmen- 
te observado.

También hacia el final de esta etapa se encuentran las 
primeras manifestaciones de patologla molecular de glicoprotei­
nas de MPPH. En 1974 Nurden y Caen (24) describen una disminu-
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ciôn de GP II en plaquetas de enfermos con trombastenia de Glan^ 
mann, y al ano siguiente estos mismos investigadores (29) encuen 
tran la casi desapariciôn de GP I en plaquetas del slndrome de 
Bernard Soulier, lo que estaba de acuerdo con la drâstica reduc- 
ciôn en el contenido de âcido siâlico que se habla observado an­
teriormente en estas plaquetas gigantes (32).

Phillips et al (31) también observan una reducciôn de la 
incorporacién de iodo radiactivo en las fracciones GP Ilb y 
GP III.

Por ûltimo, la disponibilidad de un antisuero desarrolla 
do en un enfermo trombasténico politransfundido con plaquetas 
normales (33) permitié comprobar la existencia de anticuerpos 
trente a una glicoproteîna de membrana de un peso molecular apa 
rente de 120.000.

1.3.2.1. Estructura de glicoproteinas

En 1976, George et al (34) marcando plaquetas intactas 
125con DD ISA, encuentran mediante electroforesis que son las 

fracciones GP II y GP III las que se marcan, y ademés que en la 
fracciôn GP II hay dos componentes, como ya se habla observado
(31), siendo el de menor movilidad, denominado GP lia (125.000), 
ql que prédomina en muestras sin reducir, y el de mayor movili­
dad, denominado GP II (118.000) el que prédomina en muestras re- 
ducidas. Sugieren asi estos autores que se trata de la misma pro 
teina en diferente estado de reducciôn senalando la existencia
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de enlaces disulfuro en estas glicoproteinas.
Sorprende en estos estudios el que la fracciôn GP I tan 

accesible a la hidrôlisis con tripsina (26) apenas se marque con 
las técnicas de iodaciôn. üna explicaciôn séria el qüe la parte 
glicosilada de esta fracciôn con alto contenido en Scido siâli­
co, impidiese el acceso de los marcadores a los residuos de ti­
ros ina.

También este ano Okumura y Jamieson (35) observan en 
muestras reducidas con mercaptoetanol una nueva fracciôn de gli- 
coprotelna en los perfiles electroforéticos que ellos llaman 
GP IV (87.000) .

Al ano siguiente, Phillips y P. Agin (36), utilizando 
electroforesis bidimensional, encuentran seis componentes que se 
tinen para glicoproteinas y se marcan mediante la técnica de lac 
toperoxidasa, y que denominan GP la, GP Ib, GP lia, GP Ilb ,
GP III y GP IV. Todos excepto GP IV varlan su movilidad con la 
reducciôn, unos aumentândola (GP Ib y GP Ilb) y otros disminu- 
yéndola (GP la, GP lia y GP III), confirmando la existencia de 
enlaces disulfuro en estas glicoproteinas y la existencia de es- 
tados intermedios de reducciôn.

Clemetson et al (37) basândose en la distinta afinidad 
de estas glicoproteinas de MPPH para diferentes lectinas (WGA, 
LCA y APA), encuentran que la fracciôn GP I consta de dos espe- 
cies, la GP la y la GP Ib en orden creciente de movilidad, mi­
grando la GP la junto con la GP Ib en estado reducido. Estos 
autores relacionan la GP Ib con GC, por tener ambas afinidad 
por WGA. En cuanto a GP lia y GP Ilb también sugieren que es



- 26 -

la misma glicoproteîna en diferente estado de reducciôn. En la 
fracciôn GP III encuentran dos componentes, GP Illa que se tine 
intensamente tanto para azûcares como para proteina, que descien 
de su movilidad con la reducciôn y que tiene afinidad por LCA, y 
GP Illb que apenas se tine para protelnas y si se tine para car­
bohidratos, no varia su movilidad con la reducciôn y tiene afi­
nidad por APA.

Estas variaciones en los patrones electroforéticos de 
glicoproteinas de MPPH son debidos a las diferencias en el gel 
de poliacrilamida, concentraciôn de agentes reductores y tampo- 
nes utilizados por los distintos laboratorios ( 3).

Pasamos ahora a relacionar la informaciôn sobre disposi­
ciôn de glicoproteinas en MPPH que se generô en esta etapa me­
diante técnicas de marcado de superficie celular y proteolisis.

Okumura y Jamieson (35, 38), observaron que en células 
complétas la tripsina destruye en 1 min GC y GP I y el 50% de 
GP III, permaneciendo intactas después de 60 min el 30% de GP II 
y toda la GP IV, lo que sugiere que la fracciôn GP II son al me- 
nos dos componentes distintos. En membranas aisladas se digieren 
todas las glicoproteinas por tripsina, incluida la GP IV. La 
iodaciôn por lactoperoxidasa marca sobre todo la fracciôn GP III 
mientras que el marcado mediante transgluteuninasa aparece sobre 
todo en GP III y GC.

De estos resultados se podria deducir que las glicopro­
teinas GP I, GP II y GP III, deben de ser componentes intégrales
de la membrana con una porciôn accesible en la superficie exter­
na, mientras que GP IV debe de encontrarse en la membrana expo-
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niéndose ûnicêunente en la cara citoplâsmlca. Estas conclusiones 
estân de acuerdo con los resultados de George et al (34) , quie- 
nes observan que GP I, GP II y parte de GP III son digeridas por 
tripsina en células complétas. Dado que el sistema electroforé- 
tico utilizado por estos autores no les permite distinguir entre 
GP Illa y GP Illb, se puede interpreter que la porciôn de GP III 
que no se digiere séria aquella équivalente GP Illb ô GP IV de 
Okumura y Jamieson (35).

Otro aspecto que interesô a varios laboratorios durante 
este periodo fué la dilucidaciôn de las relaciones entre GC y 
GP I, postulândose que: o bien GC y GP I son iguales estructu- 
ralmente pero estân ligadas a la membrana de modo diferente, lo 
que explicaria el que la primera se desprendiese de ella con mâs 
facilidad que la segunda durante la homogeneizaciôn; o bien que 
las fracciones macroglicopeptldicas obtenidas por digestiôn de 
las dos fracciones son iguales, diferenciândose ünicamente en el 
péptido pequeno, el cual estaria mâs débilmente unido a la mem­
brana en el caso de la GC (35).

Por el contrario, Nachman et al (39) mediante la compa- 
raciôn de los mapas peptldicos de los componentes de un complejo 
aislado mediante cromatografla de afinidad con WGA, con los de 
GC aislada segûn (38) , ponen en duda el que GC y GP I sean pro­
telnas similares, inclinândose a que son completamente diferen­
tes .

Finalizamos esta parte estructural de glicoproteinas de 
MPPH con la Tabla 1, en la que se establece la nomenclatura que 
se adoptarâ en lo sucesivo a lo largo de esta tesis para las di-
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ferentes fracciones de glicoproteinas y su correspondencia con 
la nomenclatura utilizada en la bibliografla.

I.3.2.2. Funciôn de las glicoproteinas

Desde el punto de vista funcional, la fuente de sugeren- 
cias hasta el momento es la patologla molecular de estas glico­
proteinas .

Los estudios electroforéticos de varios laboratorios (40, 
41, 42, 43), llegan a la conclusiôn de que tanto GP lib como 
GP Ilia estén disminuidas en plaquetas de pacientes con la enfer 
medad de Glanzmann. Jamieson et al (44) en un intento de cuanti- 
ficaciôn de este descenso observan un descenso de GP lia del 75% 
y una disminuciôn de GP III del 60%.

Faltaba encontrar una relaciôn causal entre descenso de 
estas glicoproteinas y ausencia de aglutinaciôn, para poder ine- 
qulvocamente relacionar estas glicoproteinas con alguna etapa de 
la funciôn de agregaciôn.

La disponibilidad del antisuero procedente de un enfermo 
trombasténico politransfundido con plaquetas normales, permitiô 
observer que a concentraciones subaglutinantes este antisuero in 
hibe la agregaciôn de plaquetas normales y la retracciôn del coS 
gulo, inducidos por agentes fisiolôgicos, no afectando sin embar 
go la agregaciôn inducida por ristocetina, ni la aglutinaciôn 
por F VIII, ni la adhesiôn a subendotelio (45), que hoy se sos- 
pecha estân mediadas por GP I. Este comportamiento trombasténico 
impuesto sobre plaquetas por este antisuero permite relacionar 
las glicoproteinas ausentes en la membrana de plaquetas de enfer
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medad de Glanzmann con alguna etapa de la agregaciôn, aunque no 
con la primera, ya que el antisuero no inhibe la fijaciôn de ADP 
a plaquetas normales (45), ni la fijaciôn de ADP y ni la de trom 
bina estân alteradas en plaquetas trombastônicas.

Ademâs, como en estas plaquetas patolôgicas si que suce­
de la primera etapa de agregaciôn, esto es, los cambios de forma
(46), todo parece indicar que el defecto estâ en la formaciôn de 
uniones plaqueta-plaqueta.

Ya habiamos visto que el slndrome de Bernard Soulier estâ 
relacionado con un defecto de glicoproteinas de la fracciôn GP I
(29). Nurden y Caen (47) no encuentran liberaciôn de GC en la 
fracciôn soluble de lisis de plaquetas de enfermos con este sln­
drome ni tampoco al incubarlas con ClK 3M ( 3 ), encontrando me­
diante electroforesis que GC estâ ausente y que GP I estâ dismi­
nuida o ausente (41). A los mismos resultados llegan Solum (48) 
y Hagen (43). Jamieson et al (44) en un intento de cuantifIca- 
ciôn muestran una falta total de GC y una disminuciôn del 50% de 
GP Ib. Vemos pues que todos los laboratorios encuentran una 
ausencia de GC y un defecto muy pronunciado o total de GP Ib.

También en este caso la disponibilidad de un antisuero 
procedente de un enfermo de Bernard Soulier politransfundido con 
plaquetas normales, permitiô establecer una relaciôn mâs estre- 
cha entre las glicoproteinas ausentes y el defecto de adhesiôn 
a subendotelio (49). Este antisuero a concentraciones subagluti­
nantes inhibe en plaquetas normales la adhesiôn a subendotelio, 
la agregaciôn inducida por ristocetina y la aglutinaciôn por 
F VIII, al igual que sucede en plaquetas de Bernard Soulier, no
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afectando a la agregaciôn inducida por ADP o colâgeno.
Todo esto sugiere una relaciôn causal de la falta de es­

tas glicoproteinas con los defectos de adhesiôn a subendotelio 
y agregaciôn por ristocetina y F VIII, y por tanto el papel de 
estas protelnas en estos fenômenos.

Otras observaciones apoyan esta hipôtesis. Asi, el alma­
cenamiento de plaquetas durante 7 a 9 dias en tampôn Tris-ClNa 
a 4“C, la congelaciôn y descongelaciôn de plaquetas, etc, todos 
ellos fenômenos que liberan GC, van acompanados de pérdida de 
capacidad de agregaciôn por F VIII (50, 48). Igualmente la adi- 
ciôn de GC purificada a plaquetas, inhibe competitivamente la 
agregaciôn por ristocetina (51).

La uniôn de trombina a plaquetas de Bernard Soulier es 
defectuosa, como también lo es la agregaciôn que se observa a 
continuaciôn (52) , lo que sugiere que GP Ib y/o GC pueden estar 
relacionadas con la interacciôn trombina-MPPH.

En 1978 Okumura et al (53) observan que la mitad de GP I 
puede solubilizarse de 1^ membrana mediante ClNa IM, y que esta 
fracciôn solubilizada es un inhibidor competitive, al igual que 
GC, de la uniôn de trombina a plaquetas intactas, atribuyéndole 
a estas dos fracciones el papel de receptores de trombina, resi- 
diendo esta actividad no en el macroglicopéptido sino en el pép­
tido trlptico de 45.000 dalton.

Este papel receptor taunbién se atribuyô a una fracciôn 
de 150.000 de peso molecular aparente, aislada mediante electro­
foresis preparative (54) y a otra fracciôn de GP I aislada me­
diante cromatografla de afinidad con WGA (55), en ambos casos



- 32 -

por inhibir la coagulaciôn de fibrinôgeno por trombina.
Ademâs de lo ya expuesto, también se han encontrado de­

fectos de las glicoproteinas en otras trombopatias congénitas 
(56, 44) y en algunos casos de trombopatias adquiridas (57, 58, 
59), que no vamos a comentar por no estar su estudio suficiente- 
mente desarrollado como para que sea ilustrativo desde el punto 
de vista funcional.

1.3.3. Interés de la membrana plasmâtica de plaquetas 
himanas como material de estudio. Trascendencia 
de su conocimiento en coagulaclôn y hemostasia 
y en su patologla

A lo largo de este capitulo hemos visto la riqueza fun­
cional de las plaquetas y el papel que su superficie externa jue 
ga en fenômenos tan variados como adhesiôn a subendotelio, agre­
gaciôn plaquetaria, activaciôn de zimôgenos de coagulaclôn, li­
beraciôn del contenido de grânulos y retracciôn del coâgulo. Es­
ta diversidad de fenômenos relaclonados con estas membranas las 
hacen muy atractivas como objetos de estudio, sin embargo no po- 
demos olvidar que esta diversidad funcional estâ basada en una 
complejidad estructural que hace a la vez que estas membranas 
sean objetos dificiles de estudio con las técnicas actualmente 
disponibles.

El papel primordial que la membrana plasmâtica de plaque 
ta tiene en la actividad plaquetaria, la capacidad de reocaiocer e£ 
pecificamente senales qulmicas y de iniciar la cadena de aconte­
cimientos que llevan al efecto fisiolôgico de estas senales, ha-
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ce que el estudio de su estructura y la dilucidaciôn de la fun­
ciôn de sus componentes moleculares sea un ârea de especial re- 
levancia en la investigaciôn bâsica sobre coagulaclôn y hemosta- j

sia, as! como en la investigaciôn clînica sobre trombocitopatfas |
de membrana y trombosis. |

1.4. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO |
!

. Como hemos visto a lo largo de la introducciôn, la dis- j

posiciôn de âtomos y moléculas desarrollada por la naturaleza j
i

en estructuras supramoleculares altamente organizadas, permite i

modos de reacciôn de extraordinaria especificidad y eficacia .
Asi, la membrana plasmâtica de plaqueta la hemos visto secuen- |
cialmente relacionada con fenômenos de adhesiôn a subendotelio, 
con agregaciôn plaqueta-plaqueta, con liberaciôn del contenido 
de grânulos, con activaciôn de zimôgenos del sistema de coagula- '
ciôn, con la retracciôn del tapôn hemostâtico, etc, fenômenos to 
dos ellos desencadenados por efectores especlficos sobre la mem- 
branam y que tienen por base la dinâmica molecular de la membra­
na en cuestiôn.

Recordando a Witt (10) , cada problema en bioqulmica fi- 
sica, esto es, el conocimiento de la dinâmica molecular de un 
sistema biolôgico cualquiera, tiene que ser atacado desde cuatro 
ângulos distintos: i

a.- Los fenômenos macroscôpicos. Son los fenômenos observables
a nivel macroscôpico resultado de numerosos ciclos funcio- i

nales de la todavia desconocida maquinaria molecular del !I
sistema. I
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b.- La organizaciôn estructural. El conocimiento sobre la na­
turaleza quimica de los distintos componentes que forman 
la estructura del sistema en cuestiôn, asi como su locali- 
zaciôn en el espacio y en funciôn del tiempo, es una eta­
pa ineludible para llegar al conocimiento de la dinâmica 
molecular de un sistema funcional.

c.- Hipôtesis. Es la etapa en el desarrollo del conocimiento 
cientifico que permite ordenar, correlacionar e interpre- 
tar los datos expérimentales existentes sobre el objeto 
de estudio y preparar el plan de acciôn para el futuro . 
Por su naturaleza provisional, las hipôtesis generan la 
bûsqueda de evidencias ulteriores.

d.- Fenômenos moleculares. La medida directa de acontecimien­
tos moleculares es la fuente de informaciôn mâs inmediata 
sobre la dinâmica molecular base de una funciôn biolôgica. 
Sin embargo, este estudio directo de acontecimientos mole-

I culares en componentes individuales de la estructura nati-
i va, esto es, que guarda las caracterfsticas funcionales
I
I  del sistema biolôgico original, con frecuencia es o muy di

flcil o incluso imposible, dadas las limitaciones inhéren­
tes a muchas de las técnicas actualmente disponibles. Esto 
es lo que hace que los modelos, esto es, sistemas quimico- 
fisicaunente mâs sencillos y mejor definidos, sean de espe­
cial interés para la caracterizaciôn funcional, como ya vjL 
mos anteriormente.

Aqui, una vez mâs, la tesis general es que la dinâmica
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molecular de la membrana plasmâtica de plaqueta y sus distintos 
componentes moleculares, en nuestro caso particular la glicopro­
teîna Illa, y por tanto las distintas funciones anteriormente re 
lacionadas, se basan en sus caracterîsticas estructurales y en 
las consecuencias que perturbaciones qulmicas o fîsicas, particu 
larmente los distintos efectores especlficos de MPPH, tienen so­
bre estas propiedades estructurales.

Vistos los antecedentes del tema y los posibles niveles 
de estudio, pasamos a esquematizar nuestros objetivos y plan de 
trabajo.

1.4.1. Objetivos

En el ano 1976, fecha de comienzo de este trabajo, los 
fenômenos macroscôpicos de la fisiologla plaquetaria ya estaban 
bastante bien caracterizados. Estructuralmente sôlo se habla pu- 
rificado una glicoproteîna de membrana plasmâtica, la proteina 
extrînseca glicocalicina, y funcionalmente se habla postulado 
una relaciôn entre los fenômenos de fisiologla plaquetaria con 
determinados componentes de membrana. En cuento a fenômenos mo­
leculares, prâcticamente no habla nada dilucidado.

Pensamos entonces concentrarnos en un componente mayori- 
tario de membrana, aislarlo, caracterizarlo estructuralmente y 
penetrar en su dinâmica molecular para lo cual el laboratorio se 
estaba preparando, fundamentalmente mediante técnicas de espec- 
troscopla de absorciôn y emisiôn en el ultraviolets y visible.

Dificultades de distinto tipo, fundamentalmente la de en 
contrar una fuente que proporcionase un suministro regular y su-
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ficiente de plaquetas durante los primeros dos anos, hicieron 
que nuestros primeros objetivos se viesen recortados a solamente 
aislamiento y caracterizaciôn parcial de la GP Ilia, glicoprotel 
na mayoritaria de MPPH.

Objetivos:

a.- Incorporaciôn de la técnica de preparaciôn de membrana 
plasmâtica de plaqueta humana.

b.- Caracterizaciôn de MPPH.
c.- Desarrollo de técnicas de solubilizaciôn y solubilizaciôn 

selective de protelnas de MPPH.
d.- Aislamiento de GP IIla.
e.- Caracterizaciôn quimica y quimicoflsica de GP Illa.

Para alcanzar estos objetivos nos hicimos el siguiente 
plan de trabajo;

1.4.2. Plan de trabajo

a.- Establecimiento de una fuente que proporcionase suminis­
tro regular y suficiente de concentrados de plaquetas hu- 
manas.

b.- Selecciôn e incorporaciôn de una técnica de preparaciôn 
de MPPH, tenlendo en cuenta el grado de pureza, el rendi- 
miento de membrana y la sencillez de la técnica.

c.- Exploraciôn de procedimientos flsicos y qulmicos para la 
solubilizaciôn y solubilizaciôn selectiva de protelnas de 
MPPH.

. d.- Combinaciôn de métodos cromatogrâficos y electroforéticos
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para el aislamiento y determinaciôn del grado de pureza de
GP Illa a partir de MPPH solubilizadas.

e.- Determinaciôn de la composiciôn quimica de GP Illa. Contenir
do en aminoâcidos y azûcares.

f.- Estudio del teunano y la naturaleza monomérica o polimêrica 
de la glicoproteîna aislada.

g.- Caracterizaciôn mediante espectroscopla de absorciôn y emi­
siôn en el UV. Determinaciôn del coeficiente de extinclôn.



- 38 -

1.5. BIBLIOGRAFIA

(1) TANFORD, C. (1973)
en The Hydrophobic Effect. Formation of Micelles and Bio­
logical Membranes. John Wiley , New York.

(2) SIXMA, J.J. y WESTER, J. (1977)
Seminars Hematol. 265.

(3) NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1979)
Seminars Hematol. 1^, 234.

(4) JAMIESON, G.A., FULLER, N.A., BARBER, A.J. y 
LOMBART, C. (1971)
Ser. Haemat. 125.

(5) ROSEMAN, S. (1970)
Chem. Phys. Lipid 270.

(6) ZWAAL, R.F.A. (1978)
Biochim. Biophys. Acta 515, 163.

(7) MAJERUS, P.W. y MILETICH, J.P. (1979)
Ann. Rev. Med. 22' 41.

(8) ADLER, J.R. y HANDIN, R.I. (1979)
J. Biol. Chem. 254, 3806.

(9) POLLARD, T.D., FUJIWARA, K., HANDIN, R. y WEISS, G.
(1977)
Ann. N.Y. Acad. Sci. 283, 218.

(10) WITT, H.T. (1971)
Quart. Rev. Biophys. 4, 365.



- 39 -

(11) O'BRIEN, J.R. (1970)
Ser. Haematol. 2» 68.

(12) BEHNKE, 0. (1969)
J. Ultrastruct. Res. 26, 111.

(13) BEHNKE, O. (1968)
J. Ultrastruct. Res. 24., 412.

(14) SHAKLAI, M. y TAVASSOLI, M. (1978)
J. Ultrastruct. Res. 62 ,̂ 270.

(15) SCHULZ, H. (1966)
Verb. Deut. Ges. Pathol. 50, 239.

(16) HARKER, L.A. (1971)
en "The Platelet" (Brinkhous, K.M., Shermer, R.W. y 
Mostofl, F.K., eds.) p. 13, Williams and Wilkins, Baltimore

(17) BENHKE, 0. (1967)
Anat. Record. 158, 121.

(18) HOVIG, T. (1968)
Ser. Haematol. 2» 3.

(19) BARBER, A.J. y JAMIESON, G.A. (1970)
J. Biol. Chem. 245, 6357.

(20) GREENBERG, J.H. y JAMIESON, G.A. (1974)
Biochim. Biophys. Acta 345, 231.

(21) PEPPER, D.S. y JAMIESON, G.A. (1970)
Biochemistry 2, 3706.

(22) BARBER, A.J. y JAMIESON, G.A. (1971)
Biochemistry 10, 4711.

(23) JAMIESON, G.A. , FULLER, N.A., BARBER, A.J. y LOtffiART,C. (1971)
Ser. Haematol. 4, 125.



-40 -

(24) NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1974)
Brit. J. Haematol. 2È, 253.

(25) NACHMAN, R.L., HUBBARD, A .  y FERRIS, B. (1973)
' J. Biol. Chem. 248, 2928.

(26) PHILLIPS, D.R, (1972)
Biochemistry ]^, 4582.

(27) NACHMAN, R.L. y FERRIS, B. (1972)
J. Biol. Chem. 247, 4468.

(28) LOMBART, C., OKUMURA, T. y JAMIESON, G.A. (1974)
FEBS Lett. 41, 30.

(29) NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1975)
Nature 2^, 720.

(30) PHILLIPS, D.R. y POH AGIN, P. (1974)
Biochim. Biophys. Acta 352, 218.

(31) PHILLIPS, D.R., JENKINS, C.S.P., LUSCHER, E.F. y 
LARRIEV, M.J. (1975)
Nature 257, 599.

(32) GROTTUM, K.A. y SOLUM, N.O. (1969)
Brit. J. Haematol. 3j6, 275.

(33) DEGOS, L., DAUGTIGNY, A., BROVET, J.C., COLOMBANI, M., 
ARDAILLOU, N., CAEN, J.P. y COLOMBANI, J. (1975)
J. Clin. Invest. 236.

(34) GEORGE, J.N., POTTERF, R.D., LEWIS, P.C. y SEARS,D.A. (1976)
J. Lab. Clin. Med. 88, 232.

(35) OKUMURA, T. y JAMIESON, G.A. (1976)
J. Biol. Chem. 2^, 5944.



—  41 —

(36) PHILLIPS, D.R. y POH AGIN, P. (1977)
J. Biol. Chem. 2^, 2121.

(37) CLEMETSON, K.J., PFUELLER, S.L., LUSCHER, E.F. y 
. JENKINS, C.H.S.P. (1977)
Biochim. Biophys. Acta 464, 493.

(38) OKUMURA, T., LOMBART, C.H. y JAMIESON, G.A. (1976)
J. Biol. Chem. 2^, 5950.

(39) NACHMAN, R.L., KINOSHITA, T. y FERRIS, B. (1979)
Proc. Natl. Ac ad. Sci. USA 76.' 2952.

(40) PHILLIPS, D.R. y POH AGIN, P. (1977)
J. Clin. Invest. 60̂, 535.

(41) NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1977)
Thrombos. Haemostas. 2È' 200.

(42) NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1978)
Brit. J. Haematol. 3£, 155.

(43) HAGEN, I. y SOLUM, N.O. (1978)
Thromb. Res. 1^, 845.

(44) JAMIESON, G.A., OKUMURA, T., FISHBACK, B., JOHNSON, M M . , 
EGAN, J.J. y WEISS, H.J. (1979)
J. Lab. Clin. Med. 93, 652.

(45) LEVY-TOLEDANO, S., TOBELEM, G. y LEGRAND, C. (1978)
Blood 1065.

(46) CAEN, J.P. y MICHEL, H. (1972)
Nature 240, 148.

(47) NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1976)
Thrombos. Haemostas. 35, 139.



— 42 —

(48) SOLUM, N.O., HAGEN, I, y GJEMDAL, I. (1977)
Thrombos. Haemostas. 3£, 914.

(49) TOBELEM, G., LEVY-TOLEDANO, S., BREDOUX, R., MICHEL, H., 
NURDEN, A. y CAEN, J.P. (1976)
Nature 2«, 427.

(50) GEORGE, J.N. (1976)
Thromb. Res. £, 719.

(51) OKUMURA, T. y JAMIESON, G.A. (1976)
Thromb. Res. £, 701.

(52) JAMIESON, G.A. y OKUMURA, T. (1978)
J. Clin. Invest. £1, 861.

(53) OKUMURA, T., HASITZ, M. y JAMIESON, G.A. (1978)
J. Biol. Chem. 253, 3435.

(54) GANGULY, P. y GOULD, N.L. (1979)
Brit. J. Haematol. £2, 137.

(55) NACHMAN, R.L., TARASOV, E., WEKSLER,B.B. y 
FERRIS, B. (1977)
Thromb. Res. 91*

(56) BOLIN, R.B., OKUMURA, T. y JAMIESON, G.A. (1977)
Nature 269, 69.

(57) VAINER, H. y BUSSEL, A. (1976)
Nouv. Rev. Franc. D'Hematol. ]̂ , 447.

(58) VAINER, H. y BUSSEL, A. (1977)
Int. J. Cancer l̂ , 143.

(59) ORDINAS, A., MARAGALL, S., CASTILLO, R. y 
NURDEN, A.T. (1978)
Thromb. Res. 13, 297.



Ai

CAPITÜLO II.- MATERIALES Y METODOS



- 44 -

II.1. PUENTE Y PREPARACION DE PLAQUETAS

En este trabajo se ban utilizado concentrados de plaque- 
tas procédantes de sangre de donantes voluntaries; cada unidad 
de plaquetas procédé de aproximadamente 450 ml de sangre y cons- 
ta de una porciôn de plasma muy rico en plaquetas, casi exenta 
de eritrocitos.

Estos concentrados fueron facilitados por los Servicios 
de Hematologia, primeramente de la Ciudad Sanitaria "La Paz" y 
con posterioridad del Centro Especial "Ramôn y Cajal" de Madrid.

En las primeras etapas del trabajo se utilizaron plaque 
tas obtenidas dentro de las 6 primeras horas después de la ex- 
tracciôn de sangre. Posteriormente, con el fin de disponer de 
mayor cantidad, se emplearon plaquetas procédantes de concentra 
dos que hablan estado de 3-7 dias a temperatura ambiante con 
agitaciôn suave.

La metodologla seguida con estos concentrados para el 
aislamiento de las plaquetas ha sido bâsicamente la propuesta 
por Barber y Jamieson (1) y consiste primer cimente en una centri 
fugaciôn a 1500xg durante 1 min, para eliminar restos de eritro 
citos y dependiendo del contenido en ëstos, muy diferente de 
unos concentrados a otros, se repite 2 6 3 veces.

Las plaquetas se separan del plasma, centrifugando éste
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a 4.300xg durante 10 min. Los sedimentos de plaquetas se lavan 
3 veces con tamp6n de lavado que contiene EDTA 0,001M, Tris-CIH 
0,OIM (pH 7,4), ClNa 0,15M. Una vez lavados, los sedimentos se 
resuspenden en una pequena cantidad del tampôn de lavado (aprox^ 
madamente 1 ml/U de plaquetas) y se siembran en gradientes contl 
nuos de glicerol del 0 al 40% (v:v) de 30 ml de volumen. En cada 
gradiente se siembran plaquetas procédantes de 3 6 4 unidades . 
Estos gradientes se centrifugan en un rotor swing-out (MSE SW25) 
durante 30 min a 1.465xg y 10 min a 5.GOOxg a 4®C.

La centrifugaciôn en estos gradientes se realiza para 
que las plaquetas se carguen con glicerol y se alcance una con­
cent raciôn intracelular de 4,3M.

Una vez concluida la centrifugaciôn se élimina el sobre 
nadante con cuidado y el sedimento de plaquetas cargadas se man 
tiene congelado a -20“C hasta procéder al aislamiento de las 
membranas.

II.2. METODO DE AISLAMIENTO DE MPPH

La primera etapa en el aislêuniento de MPPH es la lisis 
de las plaquetas cargadas con glicerol. Esta se realiza suspen- 
diendo los sedimentos cargados, previamente descongelados, en 
aproximadamente 4-5 veces su volumen en tampôn Tris-CIH 0,OIM 
(pH 7,5), sacarosa 0,25M (Tris-sacarosa) frîo, y agitando ener- 
gicamente en un Vibromixer. Estas operaciones se llevan a cabo 
a baja temperatura (4°C).
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Para separar las membranas del llsado, se slembra éste 
en una soluclén de sacarosa 27% (p/v), d = 1,106, centrifugando 
después en un rotor swing-out (MSE SW 25) a 63.500xg durante 4 
horas a 4°C. Las membranas aparecen formando una banda estrecha 
en la interfase de sacarosa (0,25-0,8M), quedando en la parte 
superior las protelnas solubles y en la inferior, plaquetas sin 
romper, grénulos, mitocondrias, etc, como se puede ver en la Lé 
mina I.

La banda de membranas se aisla con mucho cuidado, se di- 
luye aproximadcunente a 1:10 en Tris-sacarosa y se centrifuge a 
105.OOOxg durante 1 hora.

El sedimento de membranas se resuspende en el tampôn 
Tris-sacarosa anteriormente utilizado a la concentraciôn deseada, 
y se conserva congelado a -20“C para su posterior utilizaciôn.

Un esquema del conjunto de las distintas etapas de pre- 
paraciôn de plaquetas y aislamiento de membranas se muestra en 
el Esquema 3.

II.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE MPPH

II.3.1. Determinaciôn de actividad enzimética. Fosfodies- 
terasa (EC 3.1.4.1)

Se sigue el método de Koerner (2) con ligeras modifica-
ciones.

El ensayo se realiza a pH 5,5 y 37®C midiéndose a 400 nm 
la liberaciôn de p-nitrofenol a partir de bis(p-nitrofenil)fosfa 
to utilizado como sustrato.
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ESQUEMA 3
Aislamiento de membranas plasmâticas de plaquetas 

humanas.

Concentrados de plaquetas

ETAPA I l.SOOxg, 1 min, 2-3 veces, 10°C

Seilmento de eritrocitos 

ETAPA II

Sobrenadante de plasma ricô  en plaquetas
(I) 4.300xg, 10 min, 10“C.

(II) Suspensiôn en tampôn de lavado. 
(III) Lavar 2-3 veces.

SoLrenadante

ETAPA III

Plaquetas lavadas
(I) Suspensiôn en tampôn de lavado y 

siembra en un gradiente isotônico 
de glicerol (0-40%) .

(II) 1.465xg, 30 min, 4“C.
(III) 5.860xg, 10 min, 4®C.

SoLrenadante

ETAPA IV

Plaquetas cargadas con glicerol
(I) Lisis de las plaquetas, en tampôn 

Tris 0,01M (pH 7,5) sacarosa 0,25M 
(II) Siembra sobre sacarosa, d. 1,106 

(III) 63.500xg, 4 h, 4°C.

Protelnas
solubles

Interfase(sacarosa 0,25-0,8M) Sedimento
Membranas de 

plaquetas (MPPH)
(I) Diluciôn

ETAPA V con Tris-!
( II) 105.OOOxg 

4“C.

Plaquetas enteras,mi­
tocondrias, grânulos, 

etc.

Sobrenadante Sedimento de membranas
ETAPA VI (I) Suspensiôn en Tris-sacarosa.



m#*

LAMINA 1

Fraccionamlento de plaquetas llsadas sobre 
sacarosa 27% p/v.

PS, protelnas solubles; MPPH, membranas plasmâticas. 
P, pellet (plaquetas sin romper, mitocondrias, 

grânulos, etc).
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-1 -1Se considéra un e^qq p-nitrofenol = 18.300 1.mol .cm 
( 3 ), expresândose la actividad especifica en ymoles de p-nitro 
fenol liberados por miligramo de protelna y por hora.

11.3.2. Determinaciôn de protelnas

Para determinar el contenido en protelnas de las mues- 
tras se siguiô el método de Lowry (4 ).

Como estandar se empleô seroalbûmina bovina (BSA) (Sig­
ma, cristalizada y liofilizada) en soluciôn acuosa, a una con­
centraciôn de 2 mg/ml. El contenido aparente de los estandares 
de BSA, obtenido gravimétricamente, se corrigiô por el obtenido 
espectroscôpicamente, teniendo en cuenta que = 6,38
dl.g ^.cm  ̂ (5); estas diferencias se deben sobre todo a hidra 
taciôn de BSA.

Como en muchos casos las muestras a analizar contenlan 
SDS, y éste hace disminuir la absorciôn tanto a 500 nm como a 
750 nm, se corrige el descenso, ahadiendo a blanco y estandares 
la misma cantidad de detergente que la que contenlan las mues­
tras .

11.3.3. Extracciôn de llpidos de MPPH

Las membranas se dializan exhaustivamente frente a 
Tris-CIH 0,OIM, pH 7,4, para eliminar la sacarosa y los llpidos 
se extraen con cloroformo:metanol (2:1) segûn el método de Bligh 
y Dyer ( 6) .

La mezcla de extracciôn se centrifuge a 10.OOOxg
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durante 15 min consiguiendo una nitida separaciôn entre la fase 
clorofôrmica que contiene los llpidos y la fase metanol-agua que 
contiene el material no extraible.

La fase clorofôrmica se utiliza directeunente para la de­
terminaciôn de fôsforo lipldico (ver Secciôn II.3.4.).

11.3.4. Determinaciôn de fôsforo

Se sigue bâsicamente el método de Bartlett ( 7 ) que es 
una variaciôn del clâsico de Fiske y Subbarrow ( 8). Antes de 
ser analizadas, las muestras se digieren con âcido perclôrico al 
60%. Al final del proceso, se mide la absorciôn del âcido fosfo- 
mollbdico a 830 nm.

Como patrôn se empleô PO^H^K (Merck, para anâlisis) pre­
viamente desecado a 110°C durante 24 h y enfriado a vaclo.

11.3.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida 
conteniendo SDS (SDS-PAGE)

Se siguieron bâsicamente dos métodos.
Para el método de Weber y Osborn ( 9) se utilizan geles 

del 5% en acrilamida y con una relaciôn de acrilamida a N-N'-me- 
tilenbisacrilamida de 37:1. El tamano de los geles es de 8 cm de 
longitud y 6 mm de diâmetro.

Previamente a ser sometidas a electroforesis, las mues­
tras se solubilizan del siguiente modo : las muestras sin reducir 
se disuelven en SDS al 3%; las parcialmente reducidas se incuban 
en SDS al 3% mâs 2-mercaptoetanol al 0,5%, durante 30 min a tem-
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peratura ambiante; y las muestras reducidas, se incuban durante 
3 min a 100“C en SDS al 3%, mâs 2-mercaptoetanol al 2%.

La electroforesis se realiza en tampôn fosfatos 0,1M, 
pH 7,2, SDS 0,1%, a temperatura ambiante y con una intensidad de 
corriente de 8 mA por gel durante 4-5 h.

Para el método de Laemmli (10) , se utilizan geles sépara 
dores del 7% en acrilamida, y una relaciôn de acrilamida a 
N-N'-metilenbisacrilamida de 36,8:1. La concentraciôn final en 
los geles es Tris-CIH 0,375M pH 8,8, SDS 0,1%. El tamano de és- 
tos es también de 8 cm de longitud y 6 mm de diâmetro.

En algunas ocasiones, encima del gel de separaciôn, se 
coloca un gel de concentraciôn de 1 cm de longitud, una concen­
traciôn de acrilamida del 3 % y de Tris-CIH 0,125M pH 6,8, SDS 

0,1%.
Las muestras sin reducir se disuelven en SDS al 3%, las 

parcialmente reducidas en SDS al 3% mâs 2-mercaptoetanol al 0,5% 
durante 30 min, y las reducidas o bien se incuban durante 3 min 
a 100°C en SDS al 3 % mâs 2-mercaptoetanol al 2% o durante 1 h a 
37“C en SDS al 3% y mercaptoetanol al 5%.

La electroforesis se realiza en tampôn Tris-CIH 0,025M, 
glicina 0,192M, pH 8,3, SDS 0,1%, a temperatura ambiante y con 
una intensidad de corriente de 3 mA por gel durante 4,5-5 h.

Como marcador de frente se utiliza azul de bromofenol al 
0,05% p/v, en glicerol al 50% v/v; el glicerol se emplea para in 
crementar la viscosidad de la muestra y permitir que forme una 
capa astable entre gel y tampôn.
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Los geles se tinen para protelnas totales con azul bri­
llante de Coomassie al 0,25% en metanol al 45% (v/v) y âcido acé 
tico glacial al 5% (v/v) durante 1 h.

Para tinciôn de glicoproteinas se utiliza el método de 
Zacharius et al (11), que es una variante de la clâsica tinciôn 
PAS (âcido periôdico-Reactivo Schiff), introducida por Koiw y 
Gronwall (12), que consiste en la fijaciôn de las protelnas con 
âcido tricloroacético seguido de una oxidaciôn con âcido periôdi 
co, que posteriormente se élimina de los geles lavando éstos 
abundantemente con agua destilada durante toda una noche. Al dia 
siguiente los geles se incuban durante 50 min en la oscuridad en 
el réactive Schiff (formado por fuchsina Merck al 0,5% en metabi 
sulfite al 1%, CIH 0,07N), y son posteriormente lavados très ve­
ces (10 min cada una) con metabisulfito al 0,5%.

El exceso de colorante de los geles se élimina por difu- 
siôn, empleando some soluciôn decoloradora metanol al 40% (v/v) 
y âcido acético al 5% (v/v) en agua.

Una vez destenidos los geles, se conservan en una disolu 
ciôn de âcido acético al 7%.

Por ûltimo, se densitometran en un microdensit&netro Joŷ  
ce Loebl modèle MK IIIC de doble haz, obteniendo densitogramas 
en los que cada banda electroforética estâ representada por un 
pico, cuya ârea es relativamente proporcional a la cantidad de 
protelna que contiene. Midiendo la distancia del mâximo de cada 
pico al origen, se obtiene la movilidad electroforética. Si ésta 
se relaciona con la movilidad del frente se détermina la movili-
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dad relativa.
El SDS se une muy fScilmente a las protelnas formando 

complejos protelna-SDS cuya carga superficial es casi enteramen 
te debida a la de los iones sulfato expuestos, existiendo una 
relaciôn casi lineal entre la movilidad electroforética de es­
tos complejos y el logaritmo de la masa molecular de la protef- 
na (13) (14). Como protelnas estandar se ban utilizado: seroalbd 
mina bovina BSA (Sigma) trimero 204.000, dimero 136.000, monôme 
ro 68.000; ovoalbdmina (Sigma) 43.000, y las cadenas Aa (68.000), 
Bg (57.000) y Y (48.000) procédantes de la reducciôn de fibrinô- 
geno humano. Los estandares se trataron igual que las muestras 
previamente a su utilizaciôn.

II.4. SOLUBILIZACION DE MPPH

II.4.1. Métodos qulmicos. Detergentes

Se utilizô una sal biliar, desoxicolato sôdico (DchNa) 
y un detergente aniônico, dodecil sulfato sôdico (SDS).

Partiendo de una suspensiôn de MPPH en Tris-CIH 0,01M 
(pH 7,5), sacarosa 0,25M, se toman alicuotas de 1 ml con una 
concentraciôn de 2 mg de proteina/ml. A éstas se les anade de­
tergente en cantidades crecientes y se incuba, bien durante 90 
min, bien toda la noche a temperatura ambiante (22“C), centri­
fugando finalmente a 160.OOOxg durante 90 min a 22“C.

Se considéra soluble lo que permanece en el sobrenadan­
te después de los 90 min de centrifugaciôn, y el porcentaje de 
solubilizaciôn se calcula determinando el contenido protefco en
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sedimentos y sobrenadantes medlante el método de Lowry (4).

II.4.2. Métodos flsicos. Ultrasonidos

Se parte de membranas (MPPH) en Tris-ClH 0,01M, pH 7,4, 
sacarosa 0,125M.

Se toman alicuotas de 2 ml que contlenen 5 mg de protel­
na de MPPH y se sonican durante 30 seg en un Ultrasonic Power
Unit MSE (20 KHz) operando a la mâxima potencia; esta operacién 
se realiza en un bano de hielo.

Los sonicados se centrifugan a 160.OOOxg durante 90 min
a 4®C. Se separan sobrenadante y sedimento, a los que se déter­
mina su contenido en protelnas (4), y se someten a anâlisis de 
SDS-PAGE tinendo tanto para protelnas totales como para glico­
proteinas.

II.5. TECNICAS DE PURIFICACION DE GP Illa

11.5.1. Solubilizaciôn de los sedimentos de sonicacién

Los sedimentos procedentes de las membranas sonicadas se 
solubilizan con SDS al 3% p/v durante toda una noche a tempera­
tura ambiante.

La solubilizaciôn es prâcticamente del 100%. Los sedimen 
tos solubilizados se dializan frente al tampôn de eluciôn usado 
en cromatografla, para eliminar el exceso de SDS, y se filtran 
previamente a su paso por columna.

11.5.2. Cromatografla de exclusiôn

Esta técnica se utiliza para fraccionar, por tamano mo-
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lecular, los sedimentos de sonicaciôn solubilizados con SDS.
Se realizaron fraccionamientos con diferentes geles (Se 

phadex G-150, Sephadex G-200, Sepharosa 4B, Sepharosa 6B, ...) / 
distintos tamanos de columnas, etc (estudio que puede verse en 
la Secciôn III.3.1 de Resultados), pero las condiciones que se 
ban considerado mâs favorables y que se utilizaron rutinariamen 
te en los ûltimos fraccionamientos son las siguientes:

Los sedimentos de sonicaciôn previamente solubilizados , 
dializados y filtrados, conteniendo alrededor de 50 mg de pro- 
teina en un volumen entre 5 y 7 ml, se siembran en una columna 
de Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals)(2,5x100 cm) con ada£ 
tadores de flujo, equilibrada con taunpôn de eluciôn: ClNa 0,25M, 
fosfatos 0,02M, azida sôdica 0,02%, pH 7,2, conteniendo SDS al 
0,05%. Todas las operaciones de empaquetado de columna, eluciôn, 
etc, se realizan a temperatura ambiente (22”C) para evitar que 
précipité el SDS.

La absorciôn del eluato se midiô a 280 nm bien continua 
mente utilizando una célula de flujo, o bien manualmente en un 
espectrofotômetro, en las fracciones de 4-6 ml recogidas.

Las distintas fracciones se analizan mediante SDS-PAGE. 
Las fracciones ricas en GPUla pero con una cantidad apreciable 
del resto de las glicoproteinas, se mezclan, se concentran y se 
dializan durante una noche frente al tampôn de eluciôn y se vue_l 
ven a cromatografiar en una columna de (1,5x90 cm) de Sephacryl 
300 o Sepharosa 6B (Pharmacia), indistintamente, equilibrada con 
tampôn de eluciôn. Las fracciones recogidas son de 3 a 4 ml, mir
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dléndose su y anallzândose medlante SDS-PAGE. De esta cro­
matograf la se logran aislar fracciones muy enriquecidas en GPIIIa 
y por tanto adecuadas para ser sometidas a cromatografla de afi- 
nidad.

II.5.3. Cromatograffa de afinidad

Como ûltima etapa en la purificaciôn de la GPIIIa, las 
muestras procedentes de fraccionamientos previos en Sepharosa 
4B y Sephacryl 300 (ver Secciôn II.5.2., cromatografla de exclu 
siôn), que se caracterizan por un alto contenido en GPIIIa, una 
ausencia casi total del resto de las glicoproteinas y presentan 
do contcuninaciones de especies proteicas de masa molecular me­
ner que GPIIIa, se cromatografian sobre Con A-Sepharosa 4B (Phar 
macla Fine Chemicals) o sobre Con A-Sepharosa SB preparada en 
el laboratorio (ver Secciôrt II.5.3.1).

El tamano de las columnas variô en las distintas etapas 
del trabajo; al principio se emplearon columnas pequenas (1x20 
cm), pasando a columnas de (1,5x40 cm)una vez conocidas las con­
diciones idôneas de trabajo.

Previamente a la aplicaciôn de la muestra, se lava abun 
dantemente la columna con tampôn de eluciôn para eliminar la 
Con A no unida a la Sepharosa y la que se desprende de ésta por 
efecto del SDS.

Las muestras conteniendo generalmente entre 5 y 10 mg 
de proteina en un volumen variable, se eluyen de la columna con 
al menos un volumen de tampôn de eluciôn igual al volumen total
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de la columna. Una vez la DOggg es de 0,01-0, se comienza la élu 
ciôn de la columna con 5% de a-metil-D-manosa o a-meti1-D-gluco- 
sa en tampôn de eluciôn hasta que se desprende todo el material 
retenido en la columna.

Después de la eluciôn de la glicoprotefna, la columna 
se lava con el tampôn de eluciôn, y se mantiene en este medio 
hasta su utilizaciôn posterior. La columna puede emplearse has­
ta 5 veces sin pérdida de eficiencia en la capacidad de reten- 
ciôn de la GP Illa.

II.5.3.1. Activaciôn de Sepharosa con CNBr y su uniôn 
a Con A

Se siguiô bâsicamente el método propuesto en (15). El 
proceso consta de dos partes ;

I) Activaciôn de la Sepharosa 6B con bromuro de cianôge 
no (CNBr).

II) Uniôn de la Con A.

I) A una suspensiôn de 75 ml de Sepharosa 6B en un volu 
men igual de agua destilada, tras ser llevada a pH 10,5 con 
NaOH 0,2M, se le anade una soluciôn de 1,5 g de CNBr en 30 ml 
de agua destilada y se mantiene con agitaciôn suave a temperatu 
ra ambiente y a pH constante de 10,5 mediante adiciôn continua 
de NaOH 0,2M durante 10 minutos.

Al cabo de los 10 minutos se pasa la suspensiôn de Se­
pharosa a un embudo Buchner y se lava con 750 ml de agua desti­
lada fria, seguido de otro lavado con 750 ml de acetato sôdico
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0,1M pH 6,8, también frlo. Estas operaciones se realizan cuida- 
dosamente en vitrina, y ademâs la habitaciôn debe estar muy bien 
aireada.

En el fondo del kitasato se pone un exceso de NaOH y 
SO^Cu.5HgO para la descomposiciôn del CNBr y formaciôn del cia- 
nuro de cobre insoluble.

II) Se cierra el extremo del embudo con Parafilm y se 
le anade a la Sepharosa ya activada una soluciôn de 150 mg de 
Con A en 75 ml de acetato sôdico 0,1M pH 6,8 conteniendo ClNa 
0,15M.

La mezcla se pasa a un recipients adecuado y se deja 
con agitaciôn suave toda la noche a 4"C. A1 dia siguiente se la 
va con 1 litro de ClNa IM conteniendo ClgCa 10 y ClgMn 10 M̂, 
eliminândose asi la Con A que no se ha unido a la Sepharosa, lo 
que se contrôla mediante medida de la absorciôn a 280 nm de las 
soluciones de lavado.

Esta preparaciôn se guarda en frio con ClNa IM hasta su 
utilizaciôn.

II.6. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE GP Illa

II.6.1. Preparaciôn de la muestra previamente al 
anâlisis

La GP Illa purificada, antes de ser analizada qulmica- 
mente, se dializa exhaustivamente frente a agua destilada con­
teniendo azida sôdica al 0,02%, en una câmara a 4°C. Esta ope- 
raciôn se realiza durante 3 semanas como minimo, y tiene por
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objeto eliminar el detergente (SDS) y evitar interferencias en 
los anâlisis.

11.6.2. Anâlisis de aminoâcidos

Se realizan en autoanalizador de aminoâcidos LKB modelo 
3201. Las muestras a analizar de aproximadamente 60 yg de prote^ 
na (segûn Lowry), se suspenden en 1 ml de CIH 6N y una vez desga 
sificadas a 10  ̂mm Hg mediante 3 ciclos de congélaciôn-desconge 
laciôn, se hidrolizan durante 24 h a 105“C (16).

Finalizado el proceso, las muestras se llevan a sequedad 
en un rotavapor, se disuelven en el tampôn de muestra y se apli- 
can al analizador.

El contenido en triptôfano se détermina por el método e£ 
pectrofotométrico de Edelhoch (17), adaptado a muestras en SDS 
por Koziarz et al (18) utilizando los siguientes coeficientes de 
extinciôn para triptôfano: 2̂90~ Y ^275“ 5679 1 cm ^mol ^.

11.6.3. Anâlisis de azûcares

II.6.3.1. Anâlisis colorimétricos

A) Anâlisis de hexosas

Se sigue el método de Dubois et al (19), que bâsicamen­
te consiste en la reacciôn del azûcar en cuestiôn con fenol, en 
presencia de âcido sulfûrico, dando origen a un color amarillo- 
naranja cuya absorciôn se mide a 490 nm.

Como estandar se utilizô D-galactosa.
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B) Anâlisis de hexosaminas

El contenido total de hexosaminas se determinô por el më 
todo de Elson-Morgan, modificado por Gatt y Berman (20) , previa 
hidrôlisis de las muest ms en CIH 2N a 100“C durante 12 h.

Como estandar se utiliza una mezcla equimolar de D-gluco^ 

samlna-ClH y D-galactosamina-ClH.

C) Anâlisis de âcidos siâlicos

El contenido en âcidos siâlioos se determinô después de ha 
ber hidrolizado las muestras en SO^Hg 0,1N a 80“C durante 1 h , 
por el método de Warren (21).

Como estandar se utiliza âcido N-acetil-neuramInico.

II.6.3.2. Determinaciôn de hexosas individusles por 
cromatografla gaseosa

Se siguiô el método propuesto por Reinhold en (22) con 
ligeras modificaciones y consiste en:

Metanolisis de muestras de glicoprotefna de alrededor de 
100 yg de protelna (segûn Lowry), junto con 20 yg de mioinositol 
como estandar interno en tubos bien cerrados, con 2 ml de CIH 
0,5N en metanol anhidro durante 16 h a 65“C.

Las muestras metanolizadas se evaporan bajo corriente de 
nitrôgeno, y la N-acetilaciôn de los grupos amino libres, se 
efectûa suspendiendo el zesiduo en una mezcla de 0,2 ml de piri- 
dina anhidra y 0,2 ml de anhidrido acético. Al cabo de 15 min 
las muestras se evaporan bajo corriente de nitrôgeno. Para inver 
tir la 0-acetilaciôn, las muestras se someten a metanolisis a re
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flujo en 4 ml de CIH 0,5N en metanol anhidro durante 1 h.
Tras su evaporaciôn, las muestras se derivatizan con un 

reactivo silanizante, que contiene piridina, hexametildisilazano 
y trimetilclorosilano en una proporciôn de 1:0,2:0,1 respectiva- 
mente, durante 30 min. Mediante esta derivatizaciôn se convier- 
ten todos los carbohidratos en sus 0-trimetiIsilil (0-TMS) deri- 
vados.

Por ûltimo se évapora el reactivo de silanizaciôn bajo 
corriente de nitrôgeno y se anade heptano para disolver los éte- 
res 0-TMS.

Como estandares se utilizaron D-gluoosa, D-galactosa y Dmano- 
sa, siempre con mioinositol como estandar interno, y recibieron 
igual tratamiento que la muestra.

Se utilizô un cromatôgrafo de gases Hewlett Packard mode
lo 7600A; una columna metâlica de 2 m de longitud y 2,2 mm de
diâmetro interno, de OV-17 al 4,5% en Chromosob G 80-100, traba 
jando isotérmicamente a 180”C; un flujo de gas portador nitrôge­
no, de 30 ml/min y utilizando un detector de llama.

II.6.4. Anâlisis de SDS ligado

Para determinar la cantidad de SDS que permanece ligado 
a la protelna después de los 21 dias de diâlisis frente a agua 
destilada, se sigue el método recientemente propuesto por Saras- 
te y Korhonen (23), que se basa en la metanolisis del grupo sul­
fato en metanol âcido y la determinaciôn por cromatografla de ga
ses del dodecanol que se libera.

Para ello, a las muestras para anâlisis, se les anade
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âcido mirïstico como estandar interno y ClH 0,5N en metanol an­
hidro en ampollas cerradas bajo nitrôgeno y se metanolizan duran 
te 7 h a 70®C.

El dodecanol résultante se extrae très veces con cloro- 
formo, las fases clorofôrmicas se juntan y se evaporan con nitrô 
geno a 20®C y el residuo se disuelve en 50 X de hexano frlo.

II.6.5. Determinaciôn del volumen especifico parcial

El volumen especifico parcial de la GP Illa se calculô a 
partir de la composiciôn centesimal, los volümenes especificos 
de hexosas, hexosaminas (0,613 y 0,666 respectivamente (24)) y 
el volumen especifico medio de aminoâcidos, calculado teniendo 
en cuenta la composiciôn de aminoâcidos de la parte protelca de 
la glicoprotelna.

Este ûltimo se calcula segûn la fôrmula dada en (25)

V  =p E w
i i

siendo: V^: volumen especifico parcial.
W^: % en peso del residuo de aminoâcido i.
V^: volumen especlflco del aminoâcido 1.

II.6.6. Determinaciôn de coeficientes de sedimentaciôn 
por ultracentrifugaciôn analltica

Los experimentos de ultracentrifugaciôn se realizaron en 
una ultracentrlfuga analltica Beckman modelo E, con scanner foto 
eléctrico, a una velocidad de 60.000 rpm y a 20"C de temperatura
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en un rotor de tltanio con células de doble sector de aluminio 
de 12 mm de paso de luz.

Se utilizô el sistema ôptico de absorciôn a 280 nm me­
diante scanner que permite registrar la variaciôn del perfil de 
densidad ôptica a lo largo de la célula en el transcurso de la 
sedimentaciôn de la macromolécula.

Los coeficientes de sedimentaciôn se determinaron en 
muestras equilibradas por diâlisis, a distintas concentraciones 
de SDS (0,05-1%) y la concentraciôn de la muestra oscilô entre 
0,06 y 0,3 mg de proteina/ml.

II.6.7. Microscopia electrônica

. Sedimentos de MPPH y sedimentos de sonicaciôn de MPPH se 
fijaron primeramente con glutaraldehido al 2,5% en tampôn fosfa­
tos 13 mM pH 7,3 conteniendo ClgCa al 0,01%, durante 1 h 30 min 
a 4 = C.

Después de lavadas, las muestras se fijan con OsO^ al 2% 
se deshidratan con soluciones de acetona de concentraciones cre­
cientes, se tinen con acetato de uranilo y se incluyen con Aral- 
dite.

La muestra se corta en secciones finisimas, se monta so­
bre rejillas cubiertas con carbôn y Formvar y se examinan en un 
microscopio electrônico Jeol Jen lOOB del servicio de microsco­
pia electrônica del Centro de Investigaciones Biolôgicas del 
C.S.I.C. a cuyo personal encargado se le agradece su ayuda.
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II.6.8. Espectrofotometrla de absorciôn y emlsiôn

La determinaciôn del espectro de absorciôn ultravioleta 
de la GP Illa se ha llevado a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm 
de paso ôptico, empleândose un espectrofotômetro Perkin Elmer/Hi 
tachi 200.

Los espectros de fluorescencia se registraron en un es­
pectrof luorlmetro SLM 8000 utilizando las mismas muestras que pa 
ra absorciôn.
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III.l. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MPPH

111.1.1. Alslamlento

De los métodos descritos para el aislamiento de estas 
membranas como son sonicaciôn, lisis osmôtica simple, homogenei- 
zaciôn mecânica, etc (1), se ha escogido el método de lisis con 
glicerol (2), por ser el mSs satisfactorio en cuanto a menor con 
tamihaciôn con grânulos y mitocondrias, reproducibi1idad, etc.

Las variaciones que se han introducido al método origi­
nal han sido, por una parte la de mantener congelados los sedimen 
tos cargados con glicerol, entre 1 y 3 semanas, hasta contar 
con una cantidad apreciable de material, y verificar el aisla­
miento de las membranas a partir de 30 a 40 unidades. Por otro 
lado, la dificultad de conseguir plaquetas frescas (de menos de 
24 horas desde su extraccién) motivé siempre la necesidad de tra 
bajar con plaquetas de 3 a 7 dias, dato que habrâ que tener en 
cuenta a lo largo de todo este trabajo.

111.1.2. Caracterizacién quimica

A las membranas plasméticas asf obtenidas se les déter­
miné su contenido en fosfolipidos y proteinas, obteniendo una re 
lacién fosfollpido/protelna (p/p) de 1,1 mg/mg, y una relacién 
proteina/volumen de sangre (p/v) de 1,4 mg/unidad de sangre 
(450 ml).
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Como enzima marcador de membrana plasmâtica se sigulé la 
actividad de la enzima fosfodiesterasa, por considerarse a ésta 
como el marcador mâs especlfico de la superficie de estas célu- 
las (2, 3). Se obtuvieron valores de actividades especlficas pa­
ra el lisado de 0,048 pmoles p-nitrofenol/mg protelna/hora, fren 
te a valores de 0,245 nmoles p-nitrofenol/mg protelna/hora para 
membranas, lo que supone un incremento en actividad de unas 5 ve 
ces.

111.1.3. Caracterizacién ultraestructural

Con el fin de comprobar morfolégicamente la homogeneidad 
y grade de contaminacién de las membranas aisladas por nosotros, 
se estudiaron éstas por microscopla electrénica.

Se observa la preponderancia de grandes estructuras mem- 
branosas, casi desprovistas de contaminacién con otros elementos 
subcelulares taies como grânulos o mitocondrias.

En la Lâmina II se puede observer la existencia de dos 
tipos de veslculas, unas de mayor diâmetro y con estructuras de 
doble membrana (II A), y otras mâs pequenas con pared sencilla 
(II B). La existencia de estos dos tipos de veslculas habla sido 
puesta de manifiesto previamente por Barber y Jamieson (2).

111.1.4. Caracterizacién electroforética

Los perfiles electroforéticos obtenidos por SDS-PAGE de 
MPPH, tanto para proteinas totales como para glicoprotelnas son 
altamente dependientes de los siguientes parâmetros: a) concen- 
tracién de acrilamida, b) ausencia o presencia de agente reduc-
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LAMINA II
Mlcrofotograffas electrénicas de MPPH (xlOO.OOO)

A, veslculas de doble membrana (—^ ).
B, veslculas de pared sencilla.
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tor y concentracién en éste, c) sistema de tampôn utllizado en 
la electroforesis. Por ello es Imprescindible en la exposiclôn 
de resultados, la Indicaclén de las condlclones utlllzadas.

Por SDS-PAGE, tinendo para proteinas totales, se observa 
que la membrana plasmâtlca de plaquetas estâ compuesta de una 
gran varledad de polipéptidos cuyos pesos moleculares oscilan en 
tre 350.000 y 10.000 en el estado de no reduccién y entre 250.000 
y 10.000 en estado reducido. En la Figura 1 se muestran perfiles 
electroforéticos de estas membranas. Si estos perfiles se compa- 
ran con los de plaqueta compléta en condiciones similares. Figu­
ra 2, se observa que en membranas desaparecen ciertos polipépti­
dos, y otros se enriquecen notablemente.

Tanto en plaqueta compléta como en membranas, la banda 
mâs sobresaliente corresponde a la protelna contrâctil actina 
(A), con un peso molecular de 45.000. En membranas, las otras 
dos bandas mâs sobresalientes corresponden en ambos estados, re­
ducido y sin reducir, a las glicoprotelnas GP II y GP III, obser 
vândose un notable enriquecimiento en estas glicoprotelnas res­
pecte a plaqueta compléta.

Tinendo para carbohidratos se observa que algunas de las 
proteinas anteriormente vistas son glicoprotelnas, cuyos pesos 
moleculares oscilan entre 150.000 y 95.000. La plaqueta complé­
ta posee una glicoprotelna que no aparece en membranas aisladas, 
es la denominada "trombospondina", (T^), que procédé de la frac- 
ciôn granular, y fué aislada recientemente (4). Esta glicoprote^ 
na tiene un peso molecular de 450.000 en estado no reducido, y 
se transforma mediante reduccién en un componente de peso mole-
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FIGURA 1
Perfiles electroforéticos de MPPH. 

a, sin reducir; b, reducida. 
Electroforesis en tampén fosfatos. Geles del 5% 
Tincién para proteinas totales. A, actina.
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FIGURA 2
Perfiles electroforéticos de plaqueta compléta.

a, sin reducir; b, reducida. 
Electroforesis en tampôn fosfatos. Geles del 5%. 

Tinciôn para proteinas totales. A, actina.
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cular 150.000, que migra en la zona de la GP I (Figura 3).
En cuanto a las glicoprotelnas de MPPH, principal obje- 

tivo de este trabajo, la nomenclatura con la que se identifican 
las distintas bandas electroforéticas en la bibliograffa es equ^ 
voca debido, como se mencionô anteriormente, a las variaciones 
que experimentan en su movilidad segûn las condiciones de traba 
jo.

En la présente investigaciôn la electroforesis se reali- 
z6 siguiendo dos procedimientos diferentes (secciôn II.3.5). El 
mâs ampliamente utilizado fué el que usa tampôn fosfatos y una 
concentraciôn de acrilamida en los geles del 5%. Las muestras se 
analizaron en condiciones de no reducciôn y de reducciôn parcial 
o total. Asi en estado de no reducciôn pueden observarse (Figura 
4) las glicoprotelnas denominadas GP la, GP Ib, GP lia y GP III, 
mientras que en estado de reducciôn total la GP la y GP Ib mi- 
gran juntas en la posiciôn de la GP Ib, la GP lia se transforma 
en GP Ilb y la GP III permanece invariable.

Se realizô un experimento encaminado a demostrar la 
transformaciôn de la GP lia en GP Ilb. La muestra utilizada pro- 
cedia de un fraccionamiento por tamano y consistia casi exclusi- 
vaunente de GP lia, como se determinô en su anâlisis por SDS-PAGE 
(sin reducciôn), y posterior tinciôn para proteinas totales. Es­
ta fracciôn se sometiô a reducciôn total y parcial, y los resul- 
tados obtenidos pueden verse en la Figura 5. En ella se ve como 
la GP lia se transforma en GP Ilb pasando por un estado interme- 
dio donde aparecen las dos especies.

Los caunbios que experimentan las glicoprotelnas en estas
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FIGURA 3

Perfiles electroforéticos de las glicoprotelnas 
de plaqueta compléta, a, sin reducir; b, reducida, 
Electroforesis en tampôn fosfatos. Geles del 5%. 
Tinciôn para glicoprotelnas. Tn, trombospondina; 
I, GPI; II, GPU; III, GPIII.



FIGURA 4
Perfiles electroforéticos de las glicoprotelnas 
de MPPH. a, sin reducir; b, reducciôn parcial;

c, reducciôn total.
Electroforesis en tampôn fosfatos. Geles del 5% 

Tinciôn para glicoprotelnas.
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FIGURA 5

Perfiles electroforéticos de la GPU de MPPH. 
a, sin reducir; b, reducciôn parcial; 

c, reducciôn total.
Electroforesis en tampôn fosfatos. Geles del 5% 

Tinciôn para proteinas totales.
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condiciones de SDS-PAGE se resumen a continuaciôn en la Tabla II.

TABLA II

Zona GP I Zona GP II Zona GP III

No reducciôn GP la. GP Ib GP lia GP III
Reducciôn
parcial GP la. GP Ib GP lia , GP Ilb GP III

Reducciôn
total GP Ia,b GP Ilb GP III

Si estas mlsmas glicoprotelnas se anallzan por SDS-PAGE 
en un sistema de tampôn Trls-gllclna y con una concentraciôn en 
acrilamida del 7% observâmes que la sltuaclôn varia notablemente,

Lo mâs Interesante de la utlllzaclôn de este sistema es 
el desdoblamlento de la banda de GP III con la reducciôn, en dos 
especies que denomlnaremos GP Illa y GP Illb. Es to pueile verse 
en la Figura 6. La GP Illb migra en la mlsma posiciôn en geles 
reducldos y sin reducir, y apenas se tlne para proteinas totales. 
Al contrario, la GP Illa dlsmlnuye su movilidad electroforética 
con la reducciôn y se tlne relativamente con mâs intensidad para 
proteinas totales que para glicoprotelnas. Esta protelna fué la 
aislada y caracterizada por nosotros y tendremos ocasiôn de ha- 
blar âmplicunente de ella a lo largo de esta exposiciôn.

Por otro lado, este sistema resueIve mucho peor los dife 
rentes componentes de las bandas de glicoprotelnas de menor mov^ 
lidad, por lo que se denominarân GP I y GP II sin diferenciar en 
a ô b.



I

FIGURA 6
Perfiles electroforéticos de las glicoprotelnas de MPPH. 
a, sin reducir; b» reducciôn parcial; c, reducciôn total. 
Electroforesis en tampôn Trls-gllclna. Geles del 7%. 

Tinciôn para glicoprotelnas.
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En cuanto a lo que sucede con proteinas totales, los re 
sultados se muestran en la Lâmina III. En ella se senala el lu- 
gar de las diferentes glicoprotelnas.

En los geles 1, 2 y 3 puede verse claramente la transfor 
maclôn de la GP lia en GP Ilb pasando por un estado interraedio 
(gel 2), donde se encuentran las dos especies.

En los geles 1', 2' y 3' se observa como la GP II alimen­
ta su movilidad electroforética con la reducciôn y la GP Illa en 
camblo la dlsmlnuye.

Se observa por otra parte como la GP Illa se tlne muy In 
tensamente, al contrario de la GP IIIb que apenas lo hace.

III.2. SOLUBILIZACION DE MPPH

III.2.1. Solubllizaclôn por detergentes

La solubllizaclôn de MPPH se ensayô con los detergentes 
SOS y DchNa.

Se comenzô utlllzando DchNa debido a su menor poder de£ 
naturallzante. Para el estudlo de solubllizaclôn se reallzaron 
expérimentes mantenlendo constante la cantidad de protelna y va- 
rlando la cantidad de detergente en un rango de 0,25-5% p/v.

Una curva de solubllizaclôn representando el tanto por 
clento de protelna solublllzada en funclôn de la cantidad de de­
tergente a temperatura amblente puede verse en la Figura 7, mos- 
trando un mâxlmo de solubllizaclôn del 83% para una cantidad de 
DchNa del 1,5% p/v y una relaclôn de protelna/detergente de 
1/7,5 (p/p). A partir de este punto no varia el porcentaje de
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FIGURA 7

Isoterma ( 22°C) de solubllizaclôn de MPPH 
(2 mg/ml) con DchNa.
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solubllizaclôn, aunque se Incremente la cantidad de detergente. 
Por otra parte, este porcentaje tampoco varia aunque la Incuba- 
clôn con detergente tenga lugar durante toda la noche en lugar 
de sôlo 90 mlnutos.

Con el fin de determiner si el DchNa solublllza selectl- 
vamente alguna glicoprotelna de membrana, se analizaron por elec 
troforesls el sobrenadante y el pellet procedentes de la solubi- 
llzaclôn de membranas con DchNa al 0,5% p/v.

Los resultados, mostrados en la Figura 8, Indlcan que se
solublllzan todas las glicoprotelnas aunque no en la mlsma pro-
porclôn.

En la Figura 9 puede verse una curva de solubllizaclôn a 
temperatura amblente (22“C) con SDS. La concentraciôn de las 
muestras de MPPH era de 2 mg/ml de protelna, y la cantidad de
SDS oscllô entre 0,1 y 5% p/v.

Se observa un mâxlmo de solubllizaclôn del 95% para una 
cantidad de SDS del 3% p/v, y a partir de ese punto no aumenta
el porcentaje de solubllizaclôn aunque se Incremente la cantidad
de detergente. Taunpoco aqul el aumento del tlempo de Incubaclôn
de 90 min a 12 h aumentô el grado de solubllizaclôn.

Como era de esperar, el anâlisis por SDS-PAGE de las 
fracclones solublllzada y sin solublllzar no révéla nlnguna dl- 
ferencla entre ambas.

III.2.2. Solubllizaclôn por ultrasonldos

Con objeto de ellmlnar en lo poslble las proteinas perl- 
férlcas o extrlnsecas y enrlquecer en glicoprotelnas Intrlnsecas



X)

(0
■P id

c
V4
0)
p
o
p
fho

ü o
•H
t—1

«1 t r
a
s i to Id
ü Id Po •O Id

•H ac Oo 3  Co 'O'O
O Hc P  ü

v o C
•H « • H

(0 ü idM
'T3 «t p

N p  •
•H (OdP

m f—4 Oift
o •H 3
U A S*H

•H 3 O
P rH .1 0
VU o id
k m %  w
o S i o

ü «M 0> Ü rH
H O Q  o
tu M ü

■p 0) C
ü P o  •
0) G ü tn

r—1 (d ' 0
0) ' d G  P

id O  id
m G •H P
0) 0) O ta

rH p id o
•H A N >P
«W O •H
k m <H c
01 •H V3

A •P eu
A 3  E

rH  S
0  P

rH to
o c
M O  O
P  *0
G to
0 •H
O to

Ota p
04 o
m «p
S o

p
p

id ü
o

«H
M



ë
UoNI
JQ3

100

50

A 5 
%  SOS (p/v)

FIGURA 9

Isoterma (22“C) de solubllizaclôn de MPPH 
(2 mg/ml) con SDS.
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las preparaclones de MPPH, éstas se sometieron a Irradiaciôn con 
ultrasonldos.

Anallzando el contenido en proteinas de sedlmento y scÆarena- 
dante de sonicaciôn se observa que en todos los casos la solubi- 
llzaclôn es del 27%+l, permaneclendo Invariable la cantidad de 
material solublllzado al aumentar el tlempo de Irradlaclôn de 
0,5 a 10 min.

A este material solublllzado se le determinô su conteni­
do en fosfolipidos y se obtuvo una relaclôn de fosfollpldo a pro 
teina de aproxlmadamente 490 yg/mg protelna, relaclôn mucho me­
nor que la obtenlda para membrana compléta.

Estos sobrenadantes fueron sometldos tamblén a ultracen- 
trlfugaclôn analltlca a 40.000 y 53.000 rpm, mldléndose un coe- 
flclente de sedlmentaclôn de 13,5 S.

Para determlnar el tlpo de proteinas existantes en sed^ 
mento y sobrenadante, las dos fracclones se analizaron por SDS- 
PAGE, tlnéndose tanto para proteinas totales como para glicopro­
telnas (Figuras 10 y 11, respectlvamente).

Respecte a proteinas totales (Figura 10), se ve que se 
solublllza una gran parte de actina y proteinas de peso molecu­
lar alto, quedando los sedimentos casi ausentes de proteinas de pe­
so molecular mayor de 150.000.

En cuanto a las glicoprotelnas (Figura 11), puede obser­
varse que la solubllizaclôn es bastante selectiva, es declr, apa 
rece en el sobrenadante sobre todo GP I (GP Ib), que casi llega 
a desaparecer en el sedlmento; en ëste, sin embargo, se observa so­
bre todo un enriquecimiento de GP II (a y b) y GP III.
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FIGURA 11

Perfiles electroforéticos de: 
a,a', MPPH control; b,b', sobrenadante de sonicaciôn; 

c,c', sedlmento de sonicaciôn; a,b,c, sin reducir;
a',b',c', reducidos.

Electroforesis en tampôn fosfatos. Geles del 5%. 
Tinciôn para glicoprotelnas.
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Los sedlmentos de sonlcaciôn se examlnaron por mlcroscopla 
electrônlca y como puede verse en la Lâmina IV, se observan mem- 
branas rotas y degradadas y la cas! desapariclôn de las estructu 
ras veslculares. Las vesîculas que todavla permanecen despuës de 
la sonicacidn de 30 seg, son de menor tamano que aquellas obser- 
vadas en membrana no Irradlada (Lâmlna II).

III.3. AISLAMIENTO DE LA GP Illa

III.3.1. Cromatoqrafîa de excluslôn

Se utllizd este método ccano primera etapa en la purlfica 
ciôn de GP Illa para fraccionar, segûn los diferentes tsunanos mo 
leculares, los sedlmentos solubilizados obtenidos después de haber 
sonicado las membranas.

Al comienzo del trabajo se efectuô la seleccidn de los 
geleSf tamano de columnas, etc, mâs eficientes para nuestro ca- 
so, lo que se describe a continuacidn.

Posteriormente se expondrâ el procedimiento finalmente 
adoptado.

I. Sephadex G-200, combinado con Sepharosa 4B

Se siembran entre 18-20 mg de proteina de solubillzado 
de sedlmentos de sonicacidn, en una columna de Sephadex G-200 
(1,5x60 cm), equilibrada con tampdn fosfatos 0,1M pH 7,2, azida 
sôdica 0,02%, SOS 0,1%. Se recogen fracciones de 3 ml y se mide 
su DOggg, obteniendo un perfil de eluciôn que puede verse en la 
Figura 12. Estas fracciones se analizan por SDS-PAGE (Ldmina V),
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LAMINA IV

Mlcrofotograflas electrdnicas de sedlmentos 
de sonlcacidn.

A (xSO.OOO); B (xlOO.OOO).
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observândose que existe una buena separaciôn de los componentes 
de bajo peso molecular; por el contrario, los componentes de gl^ 
coproteinas aparecen muy mal separados. A la vista de ésto, las 
fracciones correspondientes a los geles 2, 3 y 4 de varios frac- 
cionamientos sobre Sephadex G-200 se concentraron a aproximada- 
mente 2 ml y se recromatografiaron sobre Sepharosa 4B (1,5x60 cm). 
El perfil de eluciôn de este fraccionamiento puede verse en la 
Figura 13 y un anâlisis electroforético de las distintas fraccio 
nés en la Lâmina VI. Se observa que este gel sépara mucho mejor 
las diferentes glicoprotelnas, apreciândose un enriquecimiento 
considerable de GP III en las fracciones correspondientes a los 
geles 6, 7 y 8.

II. Sepharosa 4B combinada con Sephadex 150

A la vista de los resultados favorables obtenidos con el 
uso de Sepharosa 4B, se decidiô comenzar el fraccionamiento de 
los sedimentos de sonicaciôn solubilizados, sobre este gel. La co­
lumna era de (1,5x60)cm y el perfil de eluciôn y el anôlisis elec 
troforêtico de las distintas fracciones se muestran en la Figura 
14 y Lâmina VII, respectivamente.

Como era de esperar, se obtiene una relativeunente buena 
separaciôn de GP III de otras protefnas de mâs alto peso molecu­
lar; sin embargo, las fracciones ricas en GP III muestran bastan 
te contaminaciôn de peso molecular mâs bajo. Estas fracciones se 
concentraron a 1,5 ml y se recromatografiaron sobre una columna 
de Sephadex G-150 (1x100 cm), cuyo perfil de eluciôn y el anâli- 
sis electroforético de las diferentes fracciones puede verse en
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la Figura 15 y Lâmina VIII respectivamente, obteniendo resulta­
dos satisfactorios, pues las fracciones correspondientes a los 
geles 2, 3 y 4 estân ya bastante enriquecidos en GP III.

Con la intencldn de conocer la zona donde salen los Ifp^ 
dos en la columna de Sepharosa 4B, se sembraron en âsta 10 mg de 
lipides de eritrocitos (alslados por nosotros segûn (5)), disue^ 
tos en SDS, que llevaban Incorporados 100 yg de plreno para su 
posterior detecciûn, que se realizô midiendo la (Figura
14). Se observa que los llpidos se eluyen en la zona final del 
cromatogrêuna con las fracciones de baja masa molecular, por tan­
te las fracciones ricas en GP III que posteriormente se purifica 
rân, casi no deben de llevar lipides.

Al tiempo que se realizaban estes estudios de cromatogra 
fia de exclusiôn ya comenzaban a purificarse por cromatografia 
de afinidad las fracciones mâs enriquecidas en GP Illa. Se pensd 
entonces en emplear tampones de eluciôn comunes para cromatogra­
fia de afinidad y de exclusiôn, por lo que en lo sucesivo se ut^ 
lizô en ambos casos un tampôn de ClNa 0,25M, fosfatos 0,02M pH
7,2, conteniendo azida sôdica al 0,02%, y se bajô la cantidad de 
SDS al 0,05%.

Por otra parte, también se observô que las contaminacio- 
nes que mâs influian en la eficiencia de la puriflcaciôn de la 
GP Illa por cromatografia de afinidad eran las de alto peso mole 
cular. A la vista de ésto, se decidiô finalmente realizar la com 
binaciôn de fraccionaunientos por tamano, que se describe a cont^ 
nuaciôn.
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III. Sepharosa 4B ccanblnada con Sepharosa 6B 
o Sephacryl 300

Primeramente, un fraccionamiento sobre Sepharosa 4B in- 
crementando el tamano de la columna a (2,5x100 cm), y la cantidad 
de muestra a 80 mg de proteina de sedimentos solubilizados.

El perfil de eluciôn a 280 nm y el anâlisis de las dife­
rentes fracciones por SDS-PAGE aparece en la Figura 16 y Lâmina 
IX, respectivamente. Como puede verse en la Figura, con las dife 
rentes fracciones pueden hacerse cuatro grupos bien diferencia- 
dos.

Las fracciones del grupo II, ricas en GP III pero con
gran cantidad de GP II, se concentran y se vuelven a crcnnatogra-
fiar sobre Sepharosa SB o sobre Sçphacryl 300, siendo los resul­
tados similares en ambas cromatograflas ; se utilizô con mâs fre- 
cuencia Sephacryl 300 debido a los flujos mâs altos que se alcan 
zaban con este gel.

Las fracciones de esta ûltima cromatografia libres de 
GP II y las del grupo III del fraccionamiento sobre Sepharosa 4B 
(Figura 16) son las que se someten a ulterior purificaciôn por 
cromatografia de afinidad.

III.3.2. Cromatografia de afinidad

Inicialmente, la concentraciôn de detergente en el tam-
pôn de eluciôn en estas cromatograflas fuë del 0,1%. Habiendo ne
cesidad de lavar intensamente la columna por desprenderse gran 
cantidad de Con A, se pensô en reducir la concentraciôn de deter
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gente al 0,05%, concentraciôn a la que las muestras todavla per- 
manecian en soluciôn, y se aumentaba la eficiencia y duraciôn de 
las columnas de Con A-Sepharosa.

La Con A-Sepharosa que se utilizô en las primeras etapas 
era comercial, pero para evitar problemas de conservaciôn y po- 
der disponer de ella recién preparada en cualquier momento, se 
decidiô prepararla en el laboratorio. Las variaciones del gel 
as! obtenido respecte al de origen comercial son las siguientes: 
a) se activô Sepharosa 6B en vez de 4B, y b) se disminuyô en cin
co veces la cantidad de Con A por ml de gel (10 mg/ml en la co­
mercial, trente a 2 mg/ml en la nuestra). Preparado de este mo­
do, el gel diô mejores resultados, observândose que la cantidad 
de Con A desprendida de la columna por lavado era menor, y que 
las columnas permanecian mSs tiempo Utiles, pudiendo fraccionar- 
se hasta cinco veces en la misma columna.

Por otro lado, se hicieron pruebas en cuanto a la canti­
dad mâxima de material que podîa sembrarse en la columna compati^ 
ble con una eficiencia satisfactoria (grado de retenciôn de 
GP Illa y grado de pureza de GP Illa una vez eluida), observéndo
se que depend!a del grado de purificaciôn de la muestra sembra-
da, cuanto menos purificada estaba, menos material podla sembrar 
se, ya que de otro modo aparecîan impurezas en la fracciôn de 
GP Illa.

No se observaron diferencias en la capacidad de reten­
ciôn al detener la eluciôn de la columna una vez sembrada la 
muestra, comparado con la eluciôn sin interrupciôn, es decir , 
siembra seguida inmediatamente de eluciôn.
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La Figura 17 muestra el grado de enriquecimiento en 
GP Illa de las fracciones obtenidas por cromatograffa de exclu­
sion que se emplearon para cromatografia de afinidad en Con A-Se 
pharosa.

Un perfil de eluciôn tlpico puede verse en la Figura 18. 
En algunas ocasiones se utilizô para la eluciôn de la proteina 
retenida a-MDG en vez de a-MDM, obteniendo resultados similares.

Bajo estas condiciones, los rendimientos son los siguien 
tes: se obtienen 2 mg de proteina de GP Illa de cada 100 mg de 
proteina de MPPH (segûn Lowry), que a su vez proceden de 75 uni- 
dades de plaquetas.

III.4. CARACTERIZACION DE LA GP Illa

III.4.1. Criterio de pureza y peso molecular aparente 
de la GP Illa por SDS-PAGE

La GP Illa aislada a partir de MPPH, fuë estudiada por 
SDS-PAGE utilizando dos sistemas con tampones y concentraciôn en 
acrilamida diferentes.

III.4.1.1. SDS-PAGE en tampôn fosfatos y 
5% de acrilamida

En estas condiciones la GP Illa présenta una ûnica banda 
tinendo tanto para protefnas totales como para glicoprotelnas , 
como puede verse en la Figura 19.

Se observa tambiën que la movilidad electroforëtica de 
esta proteina no varia cuando se reduce con 2-ME al 2% durante
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FIGURA 17

Perfil electroforético de una fracci6n enri- 
quecida en GPIII (reducida), que serf utili- 
zada en cromatografia de afinidad. Electrofo 
resis en tampôn fosfatos. Geles del i%. Tin- 

ciôn para protefnas totales
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3 minutes a 100°C (Lâmina X).
En la Figura 20 puede verse una curva de calibraciôn de 

movilidad relative de protefnas estandar frente al logaritmo de 
sus pesos moleculares. A partir de esta curva se determinô un pe 
so molecular aparente para la GP Illa de 95.000.

III.4.1.2. SDS-PAGE en tampôn Tris-glicina y 
7% de acrileunida

Tambiën en estas condiciones la GP Illa présenta una ban 
da ûnica tinendo tanto para protefnas totales como para glicopro 
tefnas.

Mediante este sistema de electroforesis se observa que 
la GP Illa al ser reducida en condiciones iguales a las anterio- 
res» disminuye su movilidad electroforëtica, como puede verse en 
la Lâmina XI.

Segûn la curva de calibraciôn mostrada en la Figura 21, 
se détermina un peso molecular para la GP Illa sin reducir de 
95.000 y de 110.000 para la especie reducida.

III.4.2. Composiciôn qufmica

La GP Illa previamente dializada frente a agua, se anal^ 
zô para determinar su contenido en euninoâcidos, azûcares y fôsfo 
ro. Tambiën se determinô la cantidad de SDS que aûn permanecfa 
ligado a la glicoprotefna despuës de 3 sémanas de diâlisis.

Los resultados de estos anâlisis pueden verse en la Ta­
bla III.
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FIGURA 20

Representaclôn grSfica del logaritmo de los 
pesos moleculares de protefnas estandar , 
frente a su movilidad relativa en SDS-PAGE, 
en un medio de tampôn fosfatos y geles del 5%. 
1, BSA,trlmero; 2, BSA, dfmero; 3, BSA, monô 

mero; 4, ovoalbûmina; a, GPIIIa.
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TABLA III

COMPOSICION DE AMINOACIDOS Y AZUCARES DE LA GP Illa

Composiciôn de amlnoâcldos a Composiciôn de azûcares

Amlnoâcldo residue % A-ucar reslduores.trlptôf ano reslduo res.trIptôfano

Ac. Aspârtlco 14,7 10,5 Manosa^ 10,6
Treonlna 7,4 5,3 Galactosa^ 6,1
Serina 10,8 7,7 Glucosa*^ 12,2
Ac. Glutâmlco 13,2 9,4 Hexosamlnas 4,6
Prollna 5,5 3,9 NANA ' n.d.
Gllclna 9,3 6,6
Alanlna 7 5
Clstelna 7,7 5,5
Vallna 7 5
Metlonlna 2,3 4,4
Leuclna 10,7 7,7
Tlroslna 3,7 2,7
Trlptôfano^ 1 0,7
Fenllalanlna 4,1 2,9
Hlstldlna 1,5 1,1
Llslna 7,6 5,5
Amonlaco 14,7 10,5
Arglnlna 5,2 3,7

a - Valores promedlo de 5 anâlisis de dos preparaclones
diferentes de GP IIla.

b - Deterrainaclôn espectrofotomêtrlca. 
c - Valores promedlo de 6 anâlisis de 3 preparaclones 

diferentes de GP Illa. 
nd - No detectado.
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111.4.2.1. Composiciôn de amlnoâcldos

Como puede verse en la Tabla III, en este gllcoproteîna 
es de destacar el predomlnlo de residues âcldos (20%) frente al 
de bâslcos y el alto contenido en clstelna (5,5%). Tcunblôn se 
observa que se trata de una proteina de alta polarldad.

Se determinô un coefIclente de correcclôn para transfor- 
mar las concentraclones de proteina de gllcoproteîna, determlna- 
das medlante el método de Lowry, en concentraclones segûn anâll- 
sls de amlnoâcldos. Este coefIclente de correcclôn resultô ser
1,11.

111.4.2.2. Composiciôn de azûcares

Por cromatografia gaseosa se determinô el contenido en 
hexosas Indlvlduales de la GP Illa. El contenido de cada azucar 
por vig de proteina (segûn Lowry) fuë de: manosa 0,14 yg, galac­
tose 0,08 yg y glucosa 0,16 yg.

El contenido en hexosamlnas se determinô colorImëtrlca- 
mente y fuë de 0,06 yg/yg proteina (Lowry).

No se detectô la presencla de âcldo slâllco.
A la vista de estos resultados se obtiene una relaclôn 

entre los diferentes azûcares de; Man:Gai:Glc:Hexosamlnas:NANA 
2,3:1,3:2,7:1:0.

111.4.2.3. Contenido en fôsforo y SDS llgado

No se detectô la presencla de fôsforo y la cantidad de 
SDS que permanecla llgado a la proteina fuë de 0,02-0,03 yg/yg
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proteina (Lowry).

III. 4. 2. 4. Composiciôn centesimal

A la vista de los resultados mencionados anteriormente 
obtenemos una composiciôn centesimal de la GP Ilia de 72% de pro 
telna, 24,5% de hexosas y 3,5% de hexosamlnas.

111.4.3. Volumen especlflco parclal de la GP Ilia

Segûn la composiciôn de amlnoâcldos de la GP Illa y apli 
cando la fôrmula vista en II.6.5., se obtiene un para la par­
te protelca de 0,722 ml.g ^, y conslderando la composiciôn cente 
slmal de la GP Illa de 72% proteina, 24,5% hexosas y 3,5% hexosa 
minas, obtenemos un para la gllcoproteîna de 0,693 ml.g ^.

111.4.4. IdentlfIcaciôn de la gllcoproteîna aislada 
como la GP IIIa de MPPH

Comparando la movilidad electroforëtica de la gllcopror 
telna aislada, tanto reducida como sin reducir, con la de las 
protelnas de la membrana compléta en Iguales condiciones, se 
Identifies a esta gllcoproteîna con la GP Illa.

Esta GP Illa migra, en condiciones de no reducclôn, en 
la poslclôn de la gllcoproteîna de mayor movilidad electroforët^ 
ca y bajo clertas condiciones (tampôn Trls-gllclna, acrilamida 
al 7%), se observa que se tlne muy Intensamente tanto para pro­
telnas totales, como para glicoprotelnas, al contrario de la gl^ 
coprotelna denomlnada GP Illb que casl no se tlne para protelnas 
totales.
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Todo ésto se ve muy bien reflejado en la Figura 22 y.Lâ­
mina XII.

Esta GP Illa tambiën se relaciona a la fracciôn de (3> III 
ausente en pacientes con trombasténia de Glanzmann (6).

II1.4.5. Espectrofotometrla de absorclôn y emlsiôn de cro- 
môforos intrlnsecos. Determlnaclôn del coefIclen­
te de extlnciôn aparente a 280 nm en SDS al 0,1%

Aunque al dlallzar exhaustlvamente frente a agua mues­
tras de GP Illa en SDS la gllcoproteîna se encuentra aparentemen 
te en soluciôn, la luz dispersa es tan grande que apenas es ob­
servable un mâxlmo a 280 nm.

En la Figura 23 se recoge el espectro de absorclôn de la 
GP Illa en SDS al 0,1%. Se observa un mâxlmo a 280 nm tîplco de 
protelnas.

En la Figura 24 puede verse una recta de callbrado de ab 
sorclôn a 280 nm, de soluclones de GP Illa en SDS al 0,1%, fren­
te a su concentraciôn en proteina medlda por el mëtodo de Lowry.
A partir de esta recta puede determlnarse un ^280 “ 16,1 dl.g~̂ dn̂ .
SI el contenido en protelnas por el mëtodo de Lowry lo transfor­
mâmes en contenido en protelnas segûn anâlisis de amlnoâcldos ,

-1 -1obtenemos un = 14,4 dl.g .cm
En la Figura 25 se recoge el espectro de emlsiôn de fluo 

rescencla de la GP Illa para una longltud de onda de excltaclôn 
de 280 nm. Se aprecla un mâxlmo a 340 nm tlpico de protelnas q|̂ ., 
contlenen trlptôfano. Tambiën en la Figura 25 se muestra el4W^%%' 
pectro de excltaclôn para una longltud de onda de emlslôa;'̂ d̂fe‘̂'̂ '-
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340 nm. Se observa un roâxiroo tîpico tamblén a 280 njn.

III.4.6. Estudlos de ultracentrifugacl6n analîtlca

Se han reallzado expérimentes de sedlmentacidn de la gl^ 
coproteîna aislada, a diferentes concentraciones del detergente 
SDS (0,05-1%), diferentes tampones, diferente estado de reduc- 
ciôn de la muestra, y a concentraciones bajas de glicoproteîna 
(entre. 0,06 y 0,3 mg proteina (Lowry)/ml).

Los resultados obtenidos por velocidad de sedimentaciôn 
no concuerdan con el comportamiento electroforético de la espe- 
cie aislada. A pesar de las pequenas variaciones entre les dife­
rentes expérimentes, dependientes de las variaciones de las con- 
diciones expérimentales,un comportamiento estandar y repetitive 
es el de la existencia de màs de una especie. Una que llamaremos 
especie râpida con un s^ = 4,1 S ±0,2 y que représenta el 71%±4 
del total, y una especie(s) lenta(s) que a veces no llega a sepa 
rarse del menisco y que tiene un = 1,6 S±0,2.

Las pequenas variaciones de les s^ mencionados anterior- 
mente, al variar las condiciones de la muestra no son significa- 
tivas.

Cabe destacar, sin embargo, el incremento aparente de la 
especie lenta al aumentar la cantidad de detergente. En la Figu­
ra 26 se muestran los perfiles de sedimentaciôn de la misma GP 
Illa dializada frente a SDS al 0,05 y 1%. Se observa que la pro- 
porciôn del componente lento incrementa de un 27% en SDS al 0,05% 
a un 36% en condiciones de SDS al 1%.
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FIGURA 26
Perfiles de velocidad de sedimentaciôn de la 
GP Illa en A.- 0,05% de SDS, a los 41 min de 
sedimentaciôn. B.- 1% de SDS, a los 38 min de 

sedimentaciôn.
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IV.1.- CARACTERISTICAS DEL SISTEMA MPPH UTILIZADO.
GLICOPROTEINAS

Aunque una preparaclôn ôptima de membranas plasmSticas 
deberla contener toda la membrana plasmâtlca de la célula en su 
estado original, es decir, sin que ésta hubiera sufrido cambios, 
y tambiên sin contaminaciones con membranas de orgânulos celula- 
res, en el caso de la plaqueta ésto es particularmente diffcil, 
debido a sus propiedades ûnicas de procéder de la fragmentaciôn 
del megacariocito y de poseer abondantes invaginaciones profun- 
das, formando el sistema canalicular conectado a superficie.

En el curso de las investigaciones realizadas con este 
sistema se ensayaron diverses métodos de rotura celular (1, 2) 
como son: lisis osmôtica simple, homogeneizaciôn mecânica, des- 
compresiôn, etc. Ninguno de estos métodos résulté enteramente sa 
tisfactorio en cuanto a proporcionar poblaciones de membrana plas 
mâtica como envolturas celulares sencillas y continuas como es 
el caso de las membranas obtenidas de eritrocitos.

El método de aislamiento adoptado en este trabajo fué 
el basado en la capacidad de las plaquetas de acumular glicerol 
y luego ser lisadas en un medio hipoténico. Este método résulté 
satisfactorio en cuanto a facilidad, rendimiento y reproducibi- 
lidad.

Se ha comprobado que esta técnica de carga con glicerol
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y lisis, es ventajosa por su alta eficiencia de rotura de plaque 
tas (entre un 80 y un 90%) y por el tamano relativamente grande, 
entre 0,7 y 1,75 um, de las vesiculas que forman los segmentos 
de fragmentacién de membranas (2). Su desventaja esté en que tam 
bién se rompen elementos subcelulares, taies como grânulos, libe 
réndose al soluble entre el 30 y el 40% de los enzimas lisosoma- 
les.

Otras técnicas taies como descompresién con nitrégeno y 
sonicacién durante periodos de tiempo cortos, tienen la ventaja 
de causar menor destrucciôn de grânulos, sin embargo el tamano 
de las vesiculas que forman los fragmentos de membranas son muy 
pequenos, entre 0,03 y 0,3 ym (2).

A la hora de evaluar el grado de pureza de la fraccién 
aislada es indispensable el utilizer algûn marcador. En las pre- 
paraciones de MPPH obtenidas por nosotros en el laboratorio, se 
han encontrado incrementos en actividad especifica de fosfodies- 
terasa, respecte del lisado, de hasta cinco veces, y una activi­
dad especifica para membranas (aunque existian ligeras diferen- 
cias entre preparaciones) de 0,245 ymoles/mg proteina/h. Barber 
y Jamieson (3) observan enriquecimientos en esta actividad enzi- 
mética de hasta 8 veces, y Taylor y Crawford (4), trabajando con 
membranas de plaquetas de cerdo, tambiën observan enriquecimien­
tos considerables.

El nûmero y clasificacién de las glicoproteinas indivi- 
duales de la membrana plaquetaria es todavia materia de investi- 
gacién en varios laboratories, y ninguna nomenclatura debe cons 
derarse definitiva hasta que las diferentes especies de glicopro



- 123 -

teinas sean alsladas y caracterlzadas.
En este trabajo se han utillzado dos condiciones de SDS- 

PAGE que han permitido identificar seis glicoproteinas denomina- 
das GP la, GP Ib, GP Ila, GP Ilb, GP Ilia y GP Illb, interesândo 
nos ahora relacionar estos datos con los resultados obtenidos por 
otros laboratorios, aunque las condiciones de trabajo sean dife­
rentes entre unos y otros.

La existencia de las glicoproteinas GP la y GP Ib como 
dos glicoproteinas que migran juntas al ser reducidas (permane- 
ciendo la GP Ib en el lugar original y la GP la aumentando su mo 
vilidad electroforética) tambiën lo observan George (5) y Clemet 
son et al (6). Nurden y Caen (7) no mencionan este hecho, aunque 
en sus perfiles electroforéticos se observa con la reduccién una 
variaciôn de posiciôn de la banda que denominan GP Ib, y tambiën 
en estado de no reducciôn una pequeha banda entre su GP Ib y su 
GP Ilb que corresponderia a la GP Ib en la nomenclatura utiliza- 
da en esta memoria. Los resultados de Phillips y P. Agin (8) , 
aunque citan la existencia de las glicoproteinas GP la y GP Ib, 
no concuerdan con los nuestros ni coq los encontrados en (5, 6,
7), pues estos autores encuentran que la especie GP la incremen­
ta su peso molecular con la reducciôn.

Que las especies GP lia y GP Ilb son la misma glicopro- 
teina en estado diferente de reducciôn tambiën se sugiere en 
(5, 6).

Clemetson et al (6) encuentran que en la zona de la GP 
lia migra otra glicoproteina que no varia su posiciôn con la re­
ducciôn y que tiene afinidad por APA pero no por LCA, al contra-
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rio que la GP lia propiamente dicha que varia de poslc5n con la 
reducciôn y que tiene gran afinidad por LCA.

Nosotros hemos encontrado en algunas ocasiones(Figura 8) 
que despuës de haber reducido la MPPH, permanece una pquena ban 
da en la posiciôn de la GP lia (sin reducir), no sabieflo si es 
debido a que la reducciôn no ha sido total o que en reiidad se 
trate de esta fracciôn de GP II con afinidad por APA decrita en 
(6). Si esto ûltimo fuese lo correcto, en las ocasionesdonde no 
se pone de manifiesto séria porque queda englobada en 1 banda 
de GP Ilb.

Lo que no se detectô fuë otra glicoproteina minrltaria 
denominada GP Ile por George (5) y que se caracteriza pr migrar 
entre las glicoproteinas GP II y GP III y no variar e posi­
ciôn con la reducciôn. Esta glicoproteina tampoco fuë vsta por
el resto de los autores.

Se coincide en aceptar que bajo ciertas condicines las 
especies que forman la GP III se pueden poner de m a n i f isto, en- 
contrândonos con las glicoproteinas GP Illa y GP Illb.

Los primeros en notar este hecho fueron Clemetsn %t al
(6), en su trabajo utilizando lectinas. Hoy tambiën este auto­
res, junto con Nurden (7) y George (5), ven que la GP Ij con
diciones de no reducciôn se tine intensamente para protfnas y
carbohidratos. Bajo condiciones fuertemente reductoras 5utili­
zando un sistema de SDS-PAGE adecuado, se hacen visibles dos com 
ponentes: uno que se tine mucho para protelnas y azdcar% y dis- 
minuye su movilidad electroforëtica y que denominaremosîp iiia, 
y otro que no varia su posiciôn, se tine mucho para carhhldra-
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tos y apmas se tine para protelnas totales que denominaremos 
GP Illb. Esta GP Illb es seguramente la misma glicoproteina que 
Phillips y P. Agin (8) y Okumura y Jamieson (9) denominan GP IV.

(omo puede observarse, los resultados se van unificando, 
sobre toto en cuanto a las glicoproteinas mayoritarias se refie- 
re. Série interesante, sin embargo, que en los diferentes labora 
tor los SI adoptasen condiciones de trêibajo similares para mayor 
facilidai a la hora de comparer resultados.

In lo que si se observan diferencias es en la relaciôn 
de inteniidad de unas glicoproteinas respecte a otras.

]n nuestras investigaciones observâmes que la GP I mues­
tra una ntensidad menor respecte al resto de las glicoproteinas 
que la qie présenta en los perfiles electroforéticos en (5, 9), 
y ademâs que varia algo de unos fraccionamientos a otros. Esto 
podria Sir debido a que casi siempre trabajamos con plaquetas de 
3 a 7 dits, ya que existen evidencias (10) de que la GP I des- 
ciende micho en plaquetas almacenadas, al igual, aunque en mucho 
menor grido, que la GP III, no observândose diferencias en el 
contenidi de GP II. Ccxno en (10) se utilizan unas condiciones de 
electrofiresis en las que no se separan la GP Illa de la GP Illb, 
no sabemis cômo estas dos especies descienden con el tiempo de 
almakenauiento.

IV. 2. SO^UBILIZACION DE MPPH Y FRACCIONAMIENTO DE LOS COMPONEN­
TE) SOLÜBILIZADOS. AISLAMIENTO DE LA GP Illa

,a primera etapa para la purificaciôn de una proteina de 
membrana es su liberaciôn de ésta en forma soluble.
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El problems puede comenzar a resolverse utilizando técn^ 
cas empleadas en sistemas acuosos y que en nuestro caso serén 
ûtiles para la liberaciôn de las protelnas periféricas. Hay evi­
dencias de que pueden ser solubilizadas cantidades apreciables 
de protelnas de membrana utilizando condiciones que impliquen 
fuerza iônica alta (11) o baja (12), agentes quelantes (13), agua 
destilada (14), sonicaciôn (15, 16, 17, 18), etc.

As! en el présente trabajo, irradiando con ultrasonidos 
durante periodos muy cortos de tiempo, pudo observarse la solub^ 
lizaciôn de un 27% del material protelco de la membrana, y ade- 
més se observô mediante anélisis electroforético del sobrenadan- 
te, la selectividad con la que la GP Ib se libera de la membra­
na, quedando el sedimento casi ausente de esta glicoproteina. Esta 
liberacién tan fâcil de la GP I, evidencia de nuevo su naturale- 
za de proteina extrlnseca de MPPH, demostrada también por su sus 
ceptibilidad a proteasas (19).

El anélisis electroforético de este sobrenadante de son^ 
cacién también révélé la liberacién de gran cantidad de actina, 
aunque esta proteina segula estando présente en la fracciôn sin 
solubilizar. Esto esté muy de acuerdo con las observaciones de 
Podolsak (20), que sugiere que la actina esté présente en dos 
formas de asociaciôn con la membrana denominadas una "proteina 
asociada", la que se libera fécilmente, y otra "proteina inte­
gral", la que permanece, jugando esta ûltima un papel como punto 
de anclaje para el sistema contréctil citoplasmético.

Ahora bien, este sobrenadante de sonicaciôn no estaba 
constituido solamente de protelnas solubles, pues los anélisis



- 127 -

de fôsforo indican su presencia, lo que supone la existencia bien 
de fragmentes pequenos de membrana que no sedimentan, o comple- 
jos lipoprotelcos, muy frecuentes por otra parte en la solubili- 
zaciôn por ultrasonidos (21) . Este sobrenadante de sonicaciôn no 
fuë utilizado en nuestros posteriores estudios, sino que se uti- 
lizô el sedimento, debido al gran enriquecimiento en el resto de las 
glicoproteinas.

Ahora bien, para solubilizar las protelnas restantes, muy 
ligadas a la matriz lipidica de la membrana (protelnas intégra­
les) , es necesario el uso de detergentes, sales biliares o sol- 
ventes orgânicos.

Se sabe que los detergentes suaves pueden conducir a so- 
lubilizaciones especificas de componentes de membrana, debido a 
que solubilizan grandes conjuntos de protelnas de membrana que 
estén unidas entre ellas por interacciones proteina-proteina. En 
nuestro caso solubilizando con 0,5% de DchNa, esto no surtiô efec 
to pues como puede verse en la Figura 8 en el sobrenadante apare 
cen todos los componentes, aunque en diferentes proporciones a 
las que se encuentran en la membrana sin solubilizar.

Aunque solubilizando la membrana con sales biliares pue­
de retenerse en ocasiones la actividad biolôgica, propiedad muy 
utilizada sobre todo en el campo de la mitocondria (21, 22),noso 
tros decidimos realizar todo el proceso de solubilizaciôn y frac 
cionamiento con el detergente SDS debido a su mayor poder de so­
lubilizaciôn y a enfocar nuestro trabajo con la GP Illa desde el 
punto de vista estructural. Como se ve en la Figura 9, con el SDS 
se llegan a solubilizar hasta un 95% de las protelnas de la mem-
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brana para una relaclôn proteina;detergente de 1:10.
Por todo lo anteriormente citado se comprende la ventaja 

de una primera sonicaciôn para eliminar protelnas extrlnsecas , 
seguida de solubilizaciôn del material residual con SDS.

En la presente investigaciôn las protelnas de los sedimentos 
de sonicaciôn de MPPH solubilizados, se han fraccionado por cro- 
matografla de exclusiôn y no se han encontrado comportamientos 
anômalos de las protelnas a fraccionar, pues estas eluyen gra­
dua Imen te conforme a sus pesos moleculares, como podia comprobar 
se pôsteriormente por SDS-PAGE.

Ahora bien, la cromatografla de exclusiôn tiene la venta 
ja de poder fraccionar grandes cantidades de proteina, pero tie­
ne relativamente poca resoluciôn a la hora de purificar un compo 
nente concrete, por lo que en un sistema tan complejo como el que 
manejamos es lôgico suponer la imposibilidad de obtener un compo 
nente completamente purificado utilizando un método que sôlo nos 
séparé por tamano, de ahl la necesidad de la utilizaciôn de téc­
nicas complementarias.

En los ûltimos anos el aislamiento de glicoproteinas ha 
sido facilitado considerablemente por el uso de cromatografla de 
afinidad utilizando lectinas (23, 24, 25, ...).

Ya Nachman et al (26) utilizando Con A-Sepharosa en me­
dio acuoso, hablan purificado parcialmente la glicoproteina de

125MPPH que més se marcaba con I, mediante iodaciôn catalizada 
por lactoperoxidasa. Esta glicoproteina tenla un peso molecular 
aproximado de 100.000 y podria corresponderse con la GP III.

Nosotros hemos utilizado para la purificaciôn de la O ’ Illa,
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Con A-Sepharosa en presencia de SDS. Aunque se sabe que el SDS 
dana a las lectinas disminuyendo su actividad (27, 28), nosotros 
observamos que la GP Ilia se une a la Con A con una gran afini­
dad aOn en presencia de SDS a concentraciones tanto del 0,05 co­
mo del 0,1%.

Tambiën observamos que habla que lavar abundantemente la 
columna previamente al paso de la muestra, pues sino apareclan 
contaminaciones de Con A con el material retenido. Esto es debi­
do a que la mayorfa de las lectinas, inclulda la Con A, son pro­
telnas formadas por subunidades unidas entre si por uniones no 
covalentes, y que se disocian por efecto del SDS, permaneciendo 
unida a la columna solamente la subunidad acoplada directamente 
a la Sepharosa (29).

En alguna ocasiôn hemos encontrado, aunque el fenômeno 
no se cuantificô, bajas recuperaciones de GP Ilia al eluir con
el azucar, hecho que parece suceder con frecuencia en cromatogra 
fla de afinidad (30, 31), y aunque algunos autores lo relacionan 
a una pérdida de eficacia de las lectinas debido a su desnatura- 
lizaciôn por el detergente (27, 28), se ha observado que en nue£ 
tro caso no se debe a ésto pues analizando por SDS-PAGE la frac- 
ci6n no retenida, en ella no aparece la GP Ilia. Tampoco serla 
debido a una baja concentraciôn de azucar en la eluciôn (5% a-MDM 
6 5% a-MDG), pues se hicieron pruebas de posteriormente a haber 
eluido con 5% a-MDM, eluir con otro tampôn hasta cinco veces mSs 
concentrado en azucar, no desprendiéndose mâs GP Illa.

Pensamos por tanto que este fenômeno debe estar ocasiona
do por interacciones no especlficas de la GP Illa con la Con A ,
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y que no pueden romperse por tratamlento con el azucar idecuado
(32). Hay datos de que la Con A acoplada a columnas de ifinidad 
puede unir protelnas debido a interacciones de tipo hidrofôbico
(33) .

En cromatografîa de afinidad, un punto a tener m  cuenta 
es la cantidad de muestra que debe aplicarse a la columa. Adair 
y Kornfeld (34), sugieren que en columnas sobrecargadas las es­
pecies con alta afinidad se unen preferentemente a la bctina in 
movilizada mientras que las de baja afinidad pasan a tnvés de 
la columna. Nuestra experiencia demostr6 que para nuestro siste- 
ma esto no resultaba correcto pues observamos que al api icar a 
la columna mucha cantidad de muestra la GP Illa retenicà apare- 
cfa con contaminaciones, y no precisamente de glicoprotainas. Si 
por el contrario se aplicaba menos material aparecla coipletamen 
te purificada. También se observé que si el material coipuesto 
por GP Illa y contaminaciones polipeptfdicas se dializa>a para 
eliminar el azucar y se volvia a cromatografiar sobre li misma 
columna, la GP III retenida aparecla completamente puri icada, 
apareciendo en la fracciôn no retenida el material que icasiona- 
ba la contaminaciôn.

IV.3. COMPOSICION QUIMICA Y TAMARO DE LA GP Illa

Como se observô en la Tabla III, las caracterls icas 
mâs notables de la GP Illa en cuanto a su composiciôn ei aminoé- 
cidos se refiere, es la de ser una proteina âcida (20% <e resi­
dues écidos frente a un 10% de residues bésicos) y tenej un alto 
contenido en cisteina y aminoâcidos polares, no pudiendf, por
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tanto, ser considerada esta glicoproteina como de baja polari- 

dad (35).
Respecte al contenido en azûcares se observa un alto con 

tenido en hexosas frente al de hexosaminas y la no detecciôn de 
âcido siélico. Esta ausencia de écido siélico en la zona de mi- 
graciôn de esta glicoproteina (banda GP III), habia sido puesta 
ya en evidencia previeimente por mëtodos diferentes (19, 36) y ex 
plica la falta de afinidad de esta glicoproteina por WGA, lecti- 
na por la que tiene gran afinidad la GP I a la que se asocia la 
casi totalidad del âcido siâlico présente en las glicoproteinas 
plaquetarias (19, 36).

El alto contenido de esta glicoproteina en manosa expli- 
ca la gran afinidad que posee por la Con A, asi como la afinidad
por LCA, encontrada por Clemetson et al (6).

Lo que mâs destaca de su composiciôn de azûcares es el 
contenido tan elevado en glucosa, pues hasta hace algunos ahos 
se dudaba de la presencia de esta hexosa en glicoproteinas anima 
les. Hoy se sabe que existe abundantemente por ejemplo en las en 
zimas sacarasa isomaltasa de intestine de conejo (37) y en oligo 
aminopeptidasas (formas F y S) de intestine de rata (38) entre
otras. Tambiën Spire et al (39, 40), observaron que la glucosa
es un componente de glicoproteinas de varias preparaciones de 
membranas de tireides. Por tanto, vemos que estructuras conte- 
niendo glucosa pueden ser posibles, aunque por ahora se ha encon 
trade en un nûmero reducido de glicoproteinas.

Recientemente Narasimhan et al (41) propusieron unas es­
tructuras de glicopëptidos en funciôn de los perfiles de eluciôn
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que presentan estos gllcopéptldos al ser sometldos a cromatogra- 
fla de afinidad sobre Con A-Sepharosa. El perfil de eluciôn que 
présenta la GP Illa, es el caracterîstico de un glicopéptido que 
se una muy fuertemente a la Con A, con una estructura del azucar 
del tipo siguiente:

R-31,2-Man-al,3 ̂
Man-gl,4-GlcNac-GlcNac-Asn-pëptido

Man-al,6

Ahora bien, este tipo de estructura para el azucar de la 
GP Illa responsable de la afinidad a Con A debe de considerarse 
solamente una aproximaciôn, debido a que existen diferencias en 
el comportamiento de afinidad de los glicopëptidos respecto a 
las glicoproteinas originales por la influencia de la parte pro- 
teica en estas ûltimas, y requiere confirmaciôn experimental.

Comparando la glicoproteina aislada por nosotros con la 
otra glicoproteina de MPPH hasta ahora aislada, la glicocalicina
(42), se observa que la GP Illa posee la mitad de azucar que là 
glicocalicina, y no posee âcido siâlico y una pequeha proporciôn 
de hexosaminas y galactosa. En la glicocalicina en cambio, no se 
détecta cisteina y los aminoâcidos âcidos y bâsicos estân en 
igual proporciôn, contrariamente a lo que se encontrô en la 
GP Illa.

Uno de los principales problèmes en los estudios de gli- 
coproteinas de membrana ha sido la determinaciôn de pesos molecu 
lares correctes. El mëtodo mâs ampliamente utilizado para esta 
determinaciôn ha sido el de SDS-PAGE, pero para que el peso mole
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cular determlnado por esta técnica sea correcto, es necesario 
que la cantidad de SDS unido por gramo de proteina sea igual tan 
to para la glicoproteina en cuestiôn como para las protelnas es­
tandar utilizadas. Se sabe que la uniôn de detergentes a protel­
nas de membrana intrlnsecas es frecuentemente anômalo (43, 44) y 
ademâs las glicoproteinas presentan problemas especiales debido 
a que la presencia de grandes cantidades de carbohidrato puede 
afectar a la uniôn de detergente y al comportamiento hidrodinâm^ 
CO del complejo protelna-detergente.

Asi Grefrath y Reynolds (45) , estudiando la principal 
glicoproteina de la membrana de eritrocito, encuentran una uniôn 
de SDS completamente anômala observando que el nivel de satura- 
ciôn de SDS por la glicoproteina estaria entre 2,5 y 3,4 g de SDS 
por g de glicoproteina. Si ademas considérâmes que esta glicopro 
teina posee un 55% de azucar, résulta que se ligan de 5 a 7 g de 
SDS por g de proteina, si el detergente estâ unido solamente a 
la parte proteica. Las protelnas solubles en agua se considéra 
que unen 1,4 g de SDS por g de proteina (46).

A pesar de todas estas posibles fuentes de error los ex- 
perimentos de electroforesis en gel se usan con muchisima fre­
cuencia para la determinaciôn del peso molecular.

Para la determinaciôn del peso molecular de la proteina 
que nos ocupa, la GP Illa, hemos utilizado dos condiciones dife­
rentes de SDS-PAGE y observamos que en condiciones de no reduc­
ciôn el peso molecular aparente de la GP Illa no varia con la 
concentraciôn de acrilamida utilizada (5 y 7%), siendo éste de 
95.000. En condiciones de reducciôn, sin embargo, la movilidad
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IV.4. MACIA UN POSIBLE MODO DE INSERCION Y UNA PROBABLE FUNCION 
DE LA GP Ilia EN LA MPPH

Nuestras experlenclas a lo largo del presente trabajo 
nos sugieren que la GP Ilia es una proteina integral de membrana 
unida hidrofôbicamente a la bicapa lipidica, pues permanece aso­
ciada a la membrana al ser sonicada ésta, y requiere para su so­
lubilizaciôn en agua el uso de detergentes. Ahora bien, su alto 
contenido en aminoâcidos polares nos indicaria que una gran par­
te de esta proteina, se encuentra fuera de la bicapa lipidica.

Se han realizado diverses estudios con plaqueta compléta 
y MPPH encaminados a définir la localizaciôn de las diversas pro 
teinas y glicoproteinas en la membrana, en los que la metodolo- 
gia empleada se basa en el uso de pruebas que modifican a las 
proteinas de la superficie celular. Los resultados con estas prie 
bas se toman como vâlidos si se cumplen los requisites siguien- 
tes: a, que el procedimiento de modificaciôn no altéré la super­
ficie de la membrana; b, que las proteinas tengan la misma orien 
taciôn en cada una de las preparaciones que se comparen, y c, 
que la membrana sea impermeable a la prueba.

Aunque no es fâcil conocer en que medida se han cumplido 
estas exigencias en los distintos estudios, sin embargo, los re­
sultados obtenidos con una gran variedad de pruebas, conduce a 
pensar que la GP Illa estâ muy accesible en la superficie exter­
na de la célula (5, 9, 51).

Como ya hemos visto (7), la ausencia de GP Ilb y GP Illa 
en plaquetas trombasténicas hace pensar que estas glicoproteinas
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estén relacionadas con la agregaciôn plaquetaria inducida por 
ADP. Igualmente la inducciôn en plaquetas normales de un compor­
tamiento anômalo similar al de plaquetas trombasténicas por el 
suero de un paciente con trombasténia de Glanzmann politransfun- 
dido con concentrados de plaquetas normales, también hace pensar 
que los antîgenos correspondientes que son bloqueados por los an 
ticuerpos de este suero estén relacionados con la agregaciôn pla 
quetaria y muy posiblemente se pueden identificar, aunque no es­
té demostrado todavia, con las GP Ilb y GP IIla.

Ahora bien, esta participaciôn de la GP Illa en los fenô 
menos moleculares de agregaciôn inducida por ADP habrîa que loca 
lizarla en etapas posteriores al reconocimiento y uniôn de ADP 
por la membrana, debido a que las plaquetas trombasténicas unen 
cantidades normales de ADP (52), y responden a este estîmulo con 
cambios de forma también normales (53). El defecto por tanto pa­
rece estar en la formaciôn de fuerzas de uniôn necesarias para 
la formaciôn final de agregados.

Firkin et al (54) estudiaron la interacciôn de plaquetas 
normales y trombasténicas con Con A, tras tratamiento con formol 
durante 24 h, consiguiendo as! plaquetas metabôlicamente inacti- 
vas, de tal forma que las reacciones que se sucedieran serlan de 
pendientes ûnicamente de la interacciôn de la lectina con la su­
perficie celular y no influirla para nada el metabolismo plaque- 
tario. Estos autores observaron que a diferencia de las plaque­
tas normales, las plaquetas trombasténicas apenas si se agluti- 
nan por efecto de la Con A y ademés observaron también que las 
plaquetas trombasténicas unen menos Con A que las normales, in-
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dicando ésto la ausencia en estas plaquetas patolégicas del re­
ceptor para la Con A, que nosotros postulamos puede ser la GP 
Illa.

Esta ausencia de aglutinaciôn originada por la ausencia 
de un receptor nos inducirla a pensar que "in vivo", un papel po 
sible para la GP Illa dentro del mecanismo de agregaciôn serla 
el de forraar parte de un sistema endôgeno lectina-receptor.

Ademâs se sabe que las plaquetas poseen actividad lectl- 
nica (55), y si las plaquetas se pueden aglutinar por la acciôn 
de un extracto de estas mismas células, es lôgico pensar en la 
existencia de un receptor para la lectina endôgena, disponible 
sobre la superficie de la membrana plasmâtica de plaquetas in- 
tactas.

Esto podria sugerirnos la posibilidad de que la agrega­
ciôn plaqueta-plaqueta durante el proceso fisiolôgico de forma­
ciôn del coâgulo pueda estar mediada por una interacciôn lecti­
na-receptor, y que la ausencia de este receptor sea el que oca- 
sione la falta de agregaciôn en plaquetas patolôgicas.

Otra posible funciôn para la GP Illa sugerida en (7) ,
era la de considerar a la GP Illa como el lugar de uniôn de la
actina sobre la cara interna de la membrana, jugando asl un pa­
pel en la contracciôn plaquetaria. Esto se basa en la suposiciôn 
de Gerrard et al (56) de que las plaquetas trombasténicas son de 
ficientes en a-actinina y sugieren la similitud entre GP Illa y 
a-actinina.

Como vimos en la introducciôn, tanto los contactos super 
ficie de plaqueta-fibrina, como plaqueta-plaqueta, son los pun-
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tos de arrastre que permiten al sistema de contracciôn plaqueta- 
rio efectuar la retracciôn del tapôn hemostStico. En este senti­
de, si postulcunos que la GP Illa estâ impi icada en estos puntos 
de uniôn plaqueta-plaqueta, también lo estarâ en el mecanismo de 
contracciôn del coâgulo, lo que también se sugiere por el defec­
to en la retracciôn del coâgulo en la trombastenia de Glanzmann.

Por ûltimo, si postulamos que el mecanismo de agregaciôn 
se basa en una ûnica unidad de control de funciôn, puesta en mar 
cha por los distintos efectores de agregaciôn actuando sobre di£ 
tintas unidades especlficas de reconocimiento, cabrla esperar :
a) que las GP Ilb y GP Illa estuviesen estructuralmente prôxi- 
mas, pues permanecerlan a la misma unidad de control de funciôn;
b) que el receptor de ristocetina, probablemente GC y GP Ib, tam 
bién deberla de estar relacionado con la unidad de control de 
agregaciôn, ya que su activaciôn pone en marcha a esta unidad, y 
su ausencia, por ejemplo en las plaquetas gigantes tipo Bernard 
Soulier, lleva consigo la falta de agregaciôn por ristocetina, y
c) que el resto de las unidades especlficas de reconocimiento de 
efectores de agregaciôn también deben de estar espacial o tempo- 
ralmente relacionadas con esta unidad de control de funciôn agre 
gante.
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Membranas plasmâtlcas de plaqueta humana, obtenldas medlante 
la técnlca de carga con glicerol y lisis, y anallzadas por 
SDS-PAGE empleando diferentes condlclones expérimentales, muœ 
tran la existencia de al menos seis glicoproteinas denomina- 
das GP la, GP Ib, GP lia, GP Ilb, GP Illa y GP Illb, de acuer 
do con la mayor parte de la bibliografla reciente. También se 
encontraron evidencias preliminares que indican que GP lia y 
GP Ilb son posiblemente la misma glicoprotefna en distintos 
estados de reducciôn.

La solubilizacidn de MPPH con DchNa alcanza el 85% de las pro 
teinas totales y es ligeramente selectiva, mientras que con 
SDS la solubilizaciôn de protelnas alcanza el 95% y no es na- 
da selectiva. La sonicaciôn de MPPH por el contrario, solubi- 
liza solamente alrededor del 27% de estas protelnas, y de en­
tre las glicoprotelnas es la GP Ib la que se solubiliza raayo- 
ritariamente, lo que parece indicar su naturaleza extrInseca.

Mediante combinacidn de cromatografla de exclusiôn con croma- 
tografla de afinidad se consiguiô el aislamiento de una frac- 
ciôn de glicoprotefna de MPPH con alta afinidad por la Con A 
y cuyo comportamiento electroforético permitiô demostrar que 
se trataba de la GP Illa. Esta fraccidn de glicoprotefna elec 
troforéticamente pura y monomérica, muestra una heterogeneidad
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todavla no dllucidada al ser estudlada medlante ultracentrl- 
fugacldn analltlca.

La composIciôn centesimal de la GP Ilia aislada es dé 72% de 
proteina, 24,5% de hexosas y 3,5% de hexosaminas. Anâlisis de 
aminoâcidos mostraron una relaciôn de aminoâcidos Scidos a bâ 
sicos de 2:1, y un contenido relativamente alto de cisteina y 
aminoâcidos polares. Por otro lado, el anâlisis de azûcares 
muestra una relacidn entre los diferentes monosacâridos de 
Man:Gal:Glc:Hexosaminas:NANA 2,3:1,3:2,7:1:0. El volumen es- 
pecffico calculado teniendo en cuenta esta composiciôn quîmi- 
ca es de 0,693 ml.g

El peso molecular aparente de la GP Illa obtenido mediante 
electroforesis en condiciones no reductoras résulté ser 95.000, 
mientras que en condiciones reductoras disminuye su movilidad 
electroforética, siendo el peso molecular aparente en estas 
condiciones de 110.000. Estas variaciones de la movilidad elœ 
troforética con la reducciôn se relacionan con puentes disul- 
furo intramoleculares.

Por ûltimo, el modelo primitive, estructural y funcional que 
se postula para la GP Illa en la MPPH es el siguiente:
a) Los estudios de solubilizaciôn de MPPH mediante detergen- 

tes y ultrasonidos y la composiciôn quimica de la GP Illa 
permiten deducir que esta glicoproteina es una protelna in 
trinseca de membrana, si bien anclada en la bicapa lipfdi- 
ca por una porciôn relativamente pequena de la molécula.
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posiblemente enriquecida en residues no polares, lo que es 
tâ de acuerdo con los estudios de marcaje y digestiôn pro- 
teolitica de esta proteina en membrana y células complétas.

b) Igualmente, la disminuciôn o ausencia de GP Ilb y GP Illa 
y los defectos de agregaciôn plaquetaria y retracciôn del 
coâgulo en plaquetas de enfermes con trombastenia de Glan^ 
mann, permiten relacionar estas glicoprotelnas con alguna 
etapa molecular de los fenômenos de agregaciôn y retrac­
ciôn. Ademâs, si se admite que el mécanisme de agregaciôn 
se basa en una ûnica unidad de control de funciôn puesta 
en marcha por distintos efectores de agregaciôn actuando 
sobre distintas unidades de reconocimiento, cabrla esperar, 
por un lado que GP Ilb y GP IIla perteneciesen a la misma 
unidad de control de funciôn y por tante estuviesen estruc 
turalmente relacionadas, y por otro lado, que tante el re­
ceptor de ristocetina, probablemente glicocalicina y GP Ib, 
como el reste de las unidades especlficas de reconocimien­
to de efectores de agregaciôn también estuviesen espacial 
o temporalmente relacionados con la GP Illa.
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