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CAPITULO I.- INTRODUCCION, ANTECEDENTES

Y PLANTEAMIENTO




I.1. INTRODUCCION

En la presente tesis tratamos de exponer nuestros intere
ses e investigaciones sobre la estructura y funcibén del sistema
de membrana plasmitica de plaquetas, sistema muy peculiér tanto
desde el punto de vista de su origen como desde el de su rica y
variada funcibn.

En este primer capftulo comenzaremos con la visién que a
nuestro entender se tiene hoy sobre la estructura y funcién de
membranas plasmiticas, en general. Posteriormente tratamos de al
gunos fen8menos de superficie celular en coagulacién y hemosta-
sia, para después ocuparnos del estado actual de nuestros conoci
mientos sobre membrana plasmitica de plaqueta humana, seiialando
el inter&s y la trascendencia de la bfisqueda de este conocimiento.

Finalmente, terminaremos este capitulo con la exposicién

de nuestros objetivos y plan de trabajo en la presente tesis.

I.1.1. Aspectos generales de interés en el estudio de la

estructura y funcién de membranas plasm&ticas

Los fosfolfipidos y dem&s lIpidos en su bGisqueda por su
propio equilibrio termodinimico en agua, han creado un tipo de

estructura, la bicapa lipfdica (1), que impide el equilibrio de

la mayorfa de las sustancias hidrosolubles entre los compartimen
tos que ella separa. Estas fueron la primera estructura y la pri

mera funcién que se reconocieron en membranas biol6gicas. Pronto



se puso de manifiesto la necesidad que las células tienen de con
trolar esta barrera para desarrollar los aspectos vitales de su
funcionamiento: acceso de metabolitos para fuente de energfa; ac
ceso de unidades bdsicas para la biosintesis de protefnas, dci-
dos nucleicos y 1lipidos; canales i6nicos para la transmisién de
impulsos eléctricos; lugares de reconocimiento en la superficie
extracelular para la organizacién de estructuras supracelulares,
reconocimiento de hormonas, neurotransmisores, etc; canales de
comunicacién intercelular; sistemas de mantenimiento de gradien-
tes electroquimicos; secrecién de hormonas, enzimas, neurotrans-
misores, etc.

Asf{, a la primitiva idea de membrana como lfmite fueron
afiadiéndose las funciones propias de las unidades de reconoci-
miento e interaccibn especi{ficos con sefiales fisicas y qufmicas,
y posteriormente las unidades acopladas con ellas y responsa-
bles de la puesta en marcha de una funcibn especifica, como res
puesta a aquel reconocimiento.

Ejemplo de estos sistemas de unidades de reconocimiento

acopladas a unidades de control de funcifn tenemos en los recep

tores quimicos, los receptores sensoriales, los determinantes
de especificidad antigénica superficial, las enzimas de superfi-
cie, y los sistemas de conversibn de energfa en el sentido mis
amplio.

Es obvio el por qué estos sistemas est&n asentados en
el limite citoplasma-medio extracelular, lo que ya no lo es tan
to son las limitaciones y las ventajas para la dindmica molecu-

lar.y por tanto para su funcifén que simultineamente suponen su



incorporacién a estructuras supramoleculares condensadas y para
muchos efectos bidimensionales.

En la présente tesis nos vamos a restringir a los siste-
mas de reconoc¢imiento de sefiales quimicas y de control de funci6n
correspondientes, tratando de gradualmente aproximarnos al siste
ma que nos irniteresa a nosotros en particular, el que incluye la

glicoprotefna IIla de membrana plasmitica de plaquetas. humanas.

I.2. ALGUNOS FENOMENOS DE SUPERFICIE CELULAR EN COAGULACION

Y HEMOSTASIA

En este apartado trataremos de dar una visifn actual del
mecanismo hemostitico y la interrelacifn de los tres sistemas
que lo fundamentan: el sistema de coagulacién, el sistema vascu
lar y el sistema plaquetario.

La formaci6n del tap6n hemost&tico que impide la pérdi-
da de sangre tras un daifio 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 fisiol6gicos tales como el par
to y el nacimiento, el ciclo sexual femenino, etc.

Si esta eficiencia es admirable y beneficiosa, todavia
lo es m&s si cabe el perfecto control de este mecanismo, que
cuando fracasa por motivos congénitos o adquiridos, puede lle-
varnos a una tendencia hemorr&gica o por el contrario a una trom
bosis o a una ateroesclerosis vascular.

El mecanismo hemostitico y su control es el fruto de una



estrecha y complicada interrelacién entre tres sistemas funda-
mentales:

- El1 sistema de coagulacién.

El sistema vascular.

- E1 sistema plaquetario.

Alteraciones en cualquiera de estos sistemas pueden lle-
var a defectos en el mecanismo o en el sistema de control de la
hemostasia. Se trata de una multitud de factores solubles, tales
como factores de coagulaci6n, productos de secrecib6n de gr&nulos
de piaqueta, etc, e insolubles, estos filtimos dispuestos funda-
mentalmente en estructuras supramoleculares, tales como membra-
nas plasmiticas de plaqueta, endotelio vascular, coldgeno y sub-
endotelio, etc (Esquemas I y II).

El mecanismo de disparo natdral del proceso hemostitico

es por rotura de la continuidad vascular y consiguiente extrava-

sacién de sangre, pero lesiones menores pueden suceder tales co-
mo lesibén Ginicamente del endotelio vascular. Estas lesiones po-

nen en marcha primariamente por un lado la activacién extrinseca

del sistema de coagulacifén y por otro la adhesifn a subendotelio

de una monocapa de plaquetas, y adem&s una accién vasoconstricto
ra de los terminales simp&ticos.

Una vez formadas pequefias cantidades de gga por activa-
cién extrinseca, se forma una pequefia cantidad de trombina (FIIa)

que va a facilitar la puesta en marcha de la via intrfnseca de

coagulacibn, asi como la activacibn de plaquetas.
Igualmente, la monocapa de plaquetas adherida a subendo-

telio se activa, cambia de forma, emite pseud6podos y se degra-
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nula liberando ADP, serotonina (vasoconstrictor posiblemente) ,
factor plaquetario 4 (antiheparina), Ca2+, etc, lo que a su vez
va a originar el que otras plaquetas circulantes se activen, se
agreguen y se degranulen sobre esta monocapa adherida, y as{ su-
cesivamente nuevas capas de plaquetas sobre las anteriormente de
positadas. La activacibn de estas plaquetas y la liberacién de
m&s ADP, serotonina, FP4, tromboxano A, (potente vasoconstric-
tér), Ca2+, factores mitogénicos, enzimas lisosomales, exposi-
cién de FP3, etc, junto con la propia lesibén endotelial, va a
facilitar la puesta en marcha de la via intrfnseca de coagula-
cién y la formacién de cantidades mayores de trombina.

De este modo tenemos formado un tapbn de plaquetas agre-

gadas y degranuladas total o parcialmente, y el sistema de forma
cién de fibrina disparado. El tap6én plaquetario con fibrina o ta

p6n hemost&tico estable, se contrae y obtura la rotura vascular

cerrdndose la salida de sangre.

Una vez aquf tienen que ponerse en marcha sistemas que
frenen tanto la agregacifn plaquetaria como la formacién de fi-
brina y el avance del tapfén hemost&tico a lo largo de la luz del
vaso mis alls de la pared vascular dafiada. Finalmente hay que fa
cilitar la reconstruccién de la lesién de la pared, restablecer
su continuidad, desechar el tap6n hemost&tico y restablecer 1la
luz vascular y la circulacifn sangufnea; esto es, una restitu-
cién integral de la estructura y funcién.

Esta descripcién fenomenol8gica y superficial es la
expresi6n de una complicada maquinaria molecular cuya estructu-

rva y dinfimica estf lejos de estar totalmente comprendida. L6gi-



camente, dada la naturaleza mayoritariamente soluble de los fac-
tores de coagulacifén, el conocimiento del mecanismo molecular de
coagulacién estd mucho mis desarrollado que el del mecanismo de
hemostasia, donde predominan estructuras supramoleculares insolu
bles, actualmente mucho mis diffciles de estudiar, tanto en: su
aspecto estructural como en su aspecto dindmico.

Si nos fijamos en el Esquema II vemos que hay dos proce-
sos fundamentalmente que hacen intervenir los fosfolfpidos, 1la
activaciébn de FX y la activacibén de protrombina a trombina. La

activacién de FX se efectGa mediante los complejos activadores

extrinseco e intrinseco de FX. La activacién 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 activacibn
de ambos sistemas intrfnseco y extrinseco de coagulacién sucede
en la superficie de plaqueta mediante interacciones altamente es
pecificas para cada factor de coagulacién y que no son igualadas
por reacciones en modelos de membrana.

De todos estos fenfmenos metab6licos de membrana, de ac-
tivaci6bn de factores de coagulaci6n y demé&s fenbmenos de recono-
cimiento y fijacién se sefiales quimicas, nosotros nos vamos a fi
jar en los siguientes:

- Interaccib6n plaqueta-subendotelio: adhesién plaquetaria.

- Activaci6bn de zimégenos en la superffcie de plaqueta acti-
vada.

- Interaccibn entre plaquetas activadas: agregacifn plaqueta-

ria.
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- Reaccibn de liberacibn: degranulacién.
- Interaccifn agregado de plaqueta-fibrina: retraccién del

codqulo.

I.2.1. Interaccibn plaqueta-subendotelio: adhesibn

plaquetaria

La vitalidad, integridad y contiglledad del endotelio vas-
cular que expone una densidad de carga neta negativa a la 1luz
vascular, es fundamental para el mantenimiento de las propieda-
des no trombogénicas en una situacibén llena de factores procoa-
gulantes tales como plaquetas hiperactivas, estfmulos hormona-
les, bioqufmicos y téxicos.

Cuando esta vitalidad, integridad y contiglfiidad se pier-
den por lesibn vascular, laé plaquetas, normalmente con una car-
ga superficial neta negativa y en su flujo desplazadas por 1los
eritrocitos de mayor tamario 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 col&geno con cargas positivas netas. Las es-
tructuras de coldgenoc mis activas desde el punto de vista de ad-
hesi6n plaquetaria, se vi6 in vitro que eran las de coligeno I y
colfgeno III (2).

Ademds de estos factores electrostiticos y de estructura
cuaternaria de coligeno, también se comprob® en c8fmara de perfu-
sién 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 sospech6 por que en la enfermedad de von Wille
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brand, que es una disfuncién doble plaquetaria y procoagulante,

se observa una adhesifén plaquetaria a subendotelio defectuosa y

una agregacién plaquetaria inducida por ristocetina pobre, junto’

con una baja actividad coagulante y antigénica de FVIII (2).

Igualmente se observ6 en el sindrome de Bernard Soulier
una adherencia a subendotelio defectuosa, una falta de agrega-
cién inducida por FVIII o por ristocetina, una fijacién de trom-
bina y una agregacién inducida por ella deficiente, y una defi-
ciencia en glicocalicina y glicoproteina Ib de banda I de glico-
proteinas de membrana. Esto junto con otros hechos hizo postular
que estas glicoproteinas estén implicadas en la adhesifn a suben
dotelio en un modo todavfa no definido (3).

Por filtimo la existencia de actividad glicosil transferd
sica en la membrana de plaqueta con especificidad para grupos ga
lactosil hidroxilisina de col&geno, hizo postular que este
complejo enzima-sustrato podfa ser el responsable de la adhesi6n
a subendotelio e incluso de la interaccién célula-célula, en wuna
extensién de la proposicifn de Roseman para adhesifn entre c&lu-
las (4, 5).

De este modo tenemos ya varios factores relacionados ,
aunque no de modo totalmente preciso, con el mecanismo de adhe-
si6n de plagueta a subendotelio:

a.- Un factor electrostitico, cargas netas negativas en la su
perficie de la plaqueta, frente a cargas netas positivas
én el codgulo subendotelial.

b.- El requerimiento de FVIIIR:vW, normalmente ligado tanto

a pared de endotelio como a pared de plaqueta.
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c.- El1 papel de las glicoprotefnas de banda I de membrana de
plaqueta, la glicocalicina y la GP Ib.

d.- Y la hip6tesis sin confirmar del complejo enzima:sustrato
relacionado con la actividad glicosil transferfsica de
membrana de plagueta.

Esta adhesién de plaquetas a colfgeno induce una activa-
cibén de los trombocitos con un cambio de su forma en disco hacia
una esfera, asf como la emisién de pseudbpodos relacionados con
el sistema de contraccibn celular, una secrecién del contenido
de gr&nulos de estas plaquetas adheridas al medio extracelular y
por Gltimo, la exposicibén de FP3 que va a favorecer la puesta en
marcha de las vias extrinseca e intrinseca de activacién ‘de coa-

gulacifn.

I.2.2. Activacibn de zim6genos del sistema de coagulacién

en la superficie de plaqueta activada

La actividad procoagulante conocida como FP3 no est§
bien definida en qué consiste, pero se relaciona con los fosfo-
1fpidos de superffcie de plaqueta, cuyas cabezas polares deben
de proporcionar una carga negativa neta 6ptima, uniformemente
distribuida sobre la superffcie (sea de plaqueta, sea de modelo
de membrana fosfolipfdica), y cuyas cadenas hidrofébicas deben
de estar suficientemente desaturadas como para gozar de las ca-
racteristicas de un cristal 1fquido a temperaturas fisiolbgicas
(6).

Se cree que su papel es el de actuar de matriz sobre la

que se van a efectuar mucho mis eficientemente que en solucién
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la formaci6én de los complejos de activacibn de zimbégenos de coa-
gulacién. Esta actividad PF3 no estd normalmente disponible en
plaquetas intactas en reposo (no acﬁivadas); sin embargo, en un
momento critico durante su activacién se expone esta actividad
por un mecanismo todavia no bien dilucidado y que podrfa ser
cualquiera de los que a continuacifn se relacionan (6):

a.—- Proteolisis: si PF3 se tnatasé de la superficie lipidica
de membrana plasmitica cubierta por una protefna de mem-
brana.

b.- Exocitosis: si PF3 residiese en membranas de gré&nulos
expuestos durante la reaccibn de liberacién.

c.- Reorientacibén de 1fpidos procoagulantes por reordenacién
de la membrana durante la agregacifn: emisibén de pseud6-
podos.

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

e.- Por Gltimo, mediante un mecanismo flip-flop del lado in-
terno al lado externo de la membrana (catalizado por un
enzima activado por una sefal qufmica procedente de la
liberaci6én de grénulos).

No hay pruebas efectivas de localizacibén de PF3 en un la
do u otro de la membrana, y por otro lado los estudios de distri
bucifén de las distintas especies de fosfolfpidos entre los dos
lados de la membrana no son definitivos pues hay cierta contra-
diccibn entre ellos.

Visto lo que esquemiticamente 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 activacién de zimSgenos de coagula-
cién. Un gran nGmero de experimentos sugieren que la activacién
del sistema intrfinseco de coagulacién sucede en la superffcie de
plaqueta mediante interacciones altamente especfficas para cada

factor de coagulacién (6, 7).

Formacién de trombina

La generacifn de trombina a partir de protrombina se
prob6 con factor Xa purificado que sucede en la superficie de la
plaqueta catalizada por el complejo protrombinasa. Se encontré
la existencia de alrededor de 200 receptores especificos para
FXa por plaqueta, que aparecen después de la reaccién de libera-
cibén y donde posiblemente interviene el FV liberado, y también
se vi6 que estos receptores posiblemente son de naturaleza pro-
tefca por su susceptibilidad a trombina a alta concentracién. Es
ta fijaci6én de FXa a plaqueta hace a este factor unas 3x105 ve-
ces m&s activo que en solucién y unas 103 veces mis activo que
en micelas de fosfolipidos y FV. La protrombina se liga al com-
plejo formado por FV, FXa, plagqueta activada (FP3) y Ca2+, me-
diante puentes de Ca2+ desde sus residuos y-carboxiglut&micos
del segmento N-terminal a los fosfolipidos, mientras que FV po-
siblemente se liga hidrof6bicamente a la membrana. Este comple-
jo protrombinasa soportado y organizado sobre la membrana consi-
gue tan eficientemente la aproximacién e interaccién de enzima y
sustrato que hace esta reaccibén enormemente eficaz como se re-

quiere.
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Formacién de FXa

La formacibén de FXa como vimos anteriormente, se genera
por dos caminos. Por la via extrinseca mediante el complejo acti
vador éxtrinseco de FX, que comprende FP3, FVIIIa, Ca2+ y FIII,
y por la via intrinseca mediante el complejo activador intrinse-

2+ y FP3. Hay bastantes

co de FX que comprende FIXa, FVIIIa, Ca
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 FIII se ligan Hdrofé6~
bicamente a la membrana mientras que FIXa y FVIIla se ligan a re
ceptores especificos, mientras que FX se liga en-ambos complejos

2+ desde sus residuos y-carboxiglutimicos

mediante puentes de Ca
a fosfolipidos. Una vez FX se activa, FXa tiene dos caminos para
dejar el complejo de activacién y alcanzar su receptor especf{fi-
co y formar el complejo protrombinasa visto anteriormente; o bien
sale al medio soluble o bien una vez ligado a su receptor migra
por difusifn 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.

I.2.3. Interaccibn entre plaquetas activadas.

Agregacifn plaquetaria

La agregacifn plaquetaria es la consecuencia de la acti-
vaci6n de plaquetas por una serie variada de sefiales quimicas.

a.- Adhesién a col&geno.
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ADP: procedente de la reaccibn de liberacién de las pro-
pias plaquetas, o de eritrocitos u otras células dainadas.
Trombina: procedente de la activacién de protrombina en
la superficie de plaqueta adherida o agregada.

Tromboxano A2: procedente de la activaci6n de fosfolipa-
sas de plaqueta, y subsiguiente liberacién de 4cido ara-
quidénico, formacién de endoper6xidos catalizada por la
PG-ciclooxigenasa y por filtimo formacién de tromboxano A,
catalizada por la tromboxano sintetasa plagquetaria.
Ion6foros de Ca2+: posiblemente via activacién de fosfo-
lipasas.

Adrenalina.

Fisiol6gicamente el fenémeno de agregacién presenta dos

fases (2):

la

a.-

fase de agregacifn: es reversible, lleva consigo cambios
en la forma de la plagqueta, emisién de pseud6podos y con-
centracién de grénulos en el centro, y ocurre en presen-
cia de EDTA, en trombastenia, y espontineamente al bajar
el pH por debajo de 6,3.

fase de agregacibén: es irreversible, y va acompanada de
la reaccién de liberacién por degranulacién. Requiere la

presencia de Ca2+

, fibrin6geno, un pH entre 6,3 y 8,2 ,
ATP metab6lico. Se cree que hay una pérdida del glicoca-
lix pero no est& demostrado.

En cuanto a los inhibidores de agregacién, actfian por me

diaci6n de c-AMP y son de dos tipos:

Los estimuladores de adenilato ciclasa: ATP, adenosina,



- 17 -

PGE‘1 .
b.- Los inhibidores de fosfodiesterasa: papaverina, teofili-
na, dipiridamol.

Se cree que varios de los inductores de agregacién ac-
tGan a través de ADP (col4geno, trombina, adrenalina), sin embar
do no est§ 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 fijacién del ADP a
la membrana de plaqueta hasta la puesta en marcha de la funcién
fisiol6gica: la agregacién.

Fisiopatolégicamente en la trombastenia de Glanzmann ,
que cursa con un tiempo de hemorragia prolongado, carencia de
agregacifén de plaquetas, retraccibén defectuosa del codgulo, cam
bio de forma normal inducida por ADP y deficiencia en GP IIb y
GP IIIa de membrana de plaqueta, se relaciona esta carencia o
deficiencia molecular con la carencia de agregacién, por lo que
se postula que si bien estas glicoprotefnas no son el receptor
de ADP, pues éste parece que esti presente, si que intervienen
en la cadena de acontecimientos que van desde la interaccién del

ADP con el receptor hasta la puesta en marcha de la agregacibn

(3).

I.2.4. Reaccibn de liberacibn: degranulacién

Dentro del citoplasma de plaguetas se observan dos tipos
de gr&nulos (2):
a.- Los grinulos densos (unos 10 por plaqueta); contienen ADP,

ATP, serotonina, pirofosfatos, Ca2+, etc.
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b.~- Los gré&nulos a (unos 80 por plaqueta); con enzimas liso-
somales, protefnas catifnicas, elastasa, factor quimotic-
¢ tico, factor mitogénico, B-tromboglobulina, fibrinégeno,

FP4 o neutralizante‘de heparina.

bDurante la segunda etapa de agregacién sucede la reac-

cién de liberacién, que dependiendo del agente inductor se dis-
tingue entre:

a.~ Reacci6n de liberaci6én tipo I o de gr&nulos densos; esti-
mulada por ADP, adrenalina, serotonina. Es una secrecién
répida.

b.- Reaccién de liberacién tipo II o de gr&nulos a y grinulos
densos; se distingue de la anterior por la liberacifn de
enzimas lisosomales que se emplean como marcadores y los
agentes estimulantes de esta reaccibén son trombina y co-
l4geno.

Estas reacciones de liberaciones se efectfian por exocito
sis mediante fusifn de las membranas de gr&nulos con la membrana
plaémética del sistema canalicular ligado a la superficie (6),
con participacion‘de los elementos contraﬁtiles y donde el cal-
cio tiene un papel iniciador, pudiendo su liberacién al interior

2

citopl4smico realizarse mediante ion6foros de Ca * desde el exte

rior o bien mediante liberacién de calcio de los tfibulos densos

del interior plaquetario, que actfian como dep8sito de Ca2+ al

igual que el retfculo sarcopldsmico y el sistema T de mGsculo.
En cuanto a los inhibidores tenemos la aspirina que in-

hibe la GP-ciclooxigenasa, la citocalasina B que desorganiza el .

sistema contr&ctil, la vincristina que inhibe microtGbulos vy
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fGE1 y PGD2 que aumentan el c-AMP.

Fisiopatol6gicamente tenemos la enfermedad de reservas
de almacenamiento (storage pool disease) que cursa con carencia
de almacenamiento de ADP, ATP, SHT y Ca2+, tiempo de hemorragia
prolongado, agregacién disminuida con col&geno y trombina, ausen
cia de segunda onda de agregaci6n con adrenalina, y agregacién

reversible con ADP.

I.2.5. Interaccibn agregado de plaguetas-fibrina; retrac-

cibn del cofgulo y sistema de contraccién

Con la informacifn actualmente disponible se postulé
(9 ) un mecanismo de contraccién de pseudbépodos de plaqueta ac-
tivada que requiere: que estos pseud6podos 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 contraccién mecanoquimico debe de estas dispuesto de
tal modo que tire de los pseud6podos hacia el cuerpo de la pla-
queta.

Se puede calcular que hay suficiente actina en plaqueta
para formar la cantidad de pseud6podos requerida para poder pe-
netrar el volumen equivalente al de suero desplazado. En cuanto
a la interaccifn de pseud6podos de plaqueta activada entre sf y
con fibrina, hay evidencias morfolbgicas y fisiol6gicas de que
tiene lugar, y posiblemente durante la formacién del codgulo aun
que se carece actualmente de una caraqterizacién quimica de esta
interacci6n. Por iltimo, con respecto a la disposici6én de acéina

y miosina en plaguetas activadas, parece que los filamentos de
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actina esté&n dispuestos en haces, todos ellos con la misma pola-
ridad, llenando los pseudb6podos, y orientados de tal modo que el
extremo distal del pseudS6podo serfa el equivalente de la 1lfnea 2
en mGsculo, mientras que la miosina est§ mayoritariamente en el

cuerpo central de plaqueta activada formando filamentos bipolares.
De este modo, estos filamentos bipolares de miosina podrfan entre
lazar filamentos antiparalelos de actina, procedentes de pseudSpo-
dos situados opuestamente y dirigidos hacia el centro plaquetario,
formando un sistema contréctil geométricamente parecido a una sar

comera muscular, tal como se esquematiza a continuacién, segtin (9)::

Miosina
== o )
; “Actina -~? 3
Membrana del extremo distal del pseudbpodo

La interaccién de los filamentos de actina con la miosi-
na y ATP en el medio de la plaqueta desarrollarfa una fuerza
tractora sobre los filamentos de actina y secundariamente sobre
los pseud6podos y las hebras de fibrina del co&gulo ligadas a
ellos, hacia el centro de la plaqueta, con la consiguiente re-
traccibén del coigulo (9).

Este mecanismo de contraccibén del codgulo incluye toda
la evidencia experimental disponible actualmente, pero tiene por

delante una amplia etapa experimental de verificacién.
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I.3. MEMBRANA PLASMATICA DE PLAQUETAS HUMANAS.GLICOPROTEINAS

I.3.1. Origen de la membrana plasmitica de plaquetas humanas

Esta membrana deriva de las membranas del sistema de de-
marcacibn citopldsmico del megacariocito (11l), sistema que muy
posiblemente se deriva de la membrana plasmitica de &ste por in-
vaginaci6n (12, 13, 14), aunque también se han sugerido otros
orfgenes (15). '

La fusifn de las membranas tubulares del sistema de de-
marcacibn entre sf, darfa lugar a membranas planas gquedando el
citoplasma y sus org&nulos subcelulares distribuidos y rodeados
por &stas, dando asi origen a alrededor de 2.000 plaquetas por
megacariocito (16).

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

Mediante estudios citoquimicos, Benhke (17) y Hovig (18),
observaron la presencia de un halo que rodea la membrana plasm&-
tica, de 10-20 nm y rico en carbohidratos, al que se denomind
glicocalix. Este glicocalix se puede digerir proteolfticamente
sin grandes cambios en la ultraestructura de la membrana (18),
con la que no se conoce bien su grado de relacién estructural.
Funcionalmente no es mucho tampoco lo que se conoce sobre el gli

cocalix y nos ocuparemos m&s adelante, al tratar de una proteina



que se cree procede de &1, la glicocalicina.
I.3.2. Antecedentes

La MPPH tiene un 36% de protefnas, 52% de 1lfIpidos y un
7% de azicares, de los cuales 63% son hexosas, 29% hexosaminas
"y un 8% &cido sidlico (19).

Estudios citoquimicos, de aglutinacién con virus y de
unién con diferentes lectinas, fueron las primeras evidencias de
la existencia de azficares en la superficie plaquetaria. Asf se
vié 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.ﬁltimas sf originan la liberacifn de serotonina (20).

Al principio de la década de los setenta se hicieron es-
tudios de digestifn de plaquetas completas con diferentes protea
sas (21, 22, 23) principalmente tripsina, encontr&ndose en todos
los casos tres gli;opéptidos de 120.000 (GPp I), 22.500 (GPp II)
y 5.000 (GPp III). El GPp I se aisl§ mediante digestién tanto de
plaguetas completas (23) como de membranas aisladas (22) y se ca
racteriz6 (21). Tiene un 70% de azGcares, y es capaz de inhibir
la aglutinacién de plaquetas por WGA (20).

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en SDS,
se muestra que la MPPH contiene protefnas cuyos pesos molecula-
res aparentes oscilan entre 250.000 y 13.000 y tres bandas prin-
cipales de glicoprotefnas 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 fraccién soluble del lisado de plaquetas se obser-
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v6 que habfa una glicoproteina, cuya movilidad electroforética
era similar a la GP I , a la que se denominé glicocalicina (GC)
por su posible origen en el glicocalix plaquetario. Esta glico-
protefna tiene 62% de azucar, destacando su alto contenido en ga
lactosa y NANA (28).

La fraccién GP I contiene la mayor parte del &cido si&li
co de la plaqueta, es la mds susceptible a la digesti6fn cuando
se tratan plaquetas completas con tripsina (29) y es la que me-

nos se ioda con 125

I mediante cat4lisis con lactoperoxidasa (25,
30), siendo la fraccién GP III la que mds se marca. Esta GP III
fué parcialmente purificada (25) y se prepar6 un anticuerpo fren
te a ella que era capaz de aglutinar plaquetas.

También durante esta etapa se trat6 de identificar los
receptores para trombina, activador plaquetario natural como vi-
mos anteriormente. Phillips y P. Agin (30), encuentran que la
fraccién GP II es susceptible a la trombina, observando un des-
censo en su concentracidn al tratar plaquetas completas con esta
enzima.

En 1975 Phillips et al (31), observan en plaquetas marca

das con 125

I, que GP II incluye dos componentes, GP IIa y GP I1Ib,
GP IIa migrando entre GP I y GP IIb y GP IIb en la misma posi-
cién que la GP II original. Esta es la primera evidencia de que
el patr6n de glicoprotefinas era mis complejo que el originalmen-
te observado.

También hacia el final de esta etapa se encuentran las

primeras manifestaciones de patologfa molecular de glicoprotef-

nas de MPPH., En 1974 Nurden y Caen (24) describen una disminu-
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cién de GP II en plaquetas de enfermos con trombastenia de Glanz
mann, y al afio siguiente estos mismos investigadores (29) encuen
tran la casi desaparicién de GP I en plaquetas del sindrome de
Bernard Soulier, lo que estaba de acuerdo con la dr&stica reduc-
cibn en el contenido de &cido siflico que se habfa observado an-
teriormente en estas plaquetas gigantes (32).

Phillips et al (31) también observan una reduccién de 1la
incorporacién de iodo radiactivo en las fracciones GP IIb y
GP III.

Por (iltimo, la disponibilidad de un antisuero desarrolla
do en un enfermo trombasténico politransfundido con plaquetas
normales (33) permitié comprobar la existencia de anticuerpos
frente a una glicoprotefna de membrana de un peso molecular apa

rente de 120.000.

I.3.2.1. Estructura de glicoprotefnas

En 1976, George et al (34) marcando plaquetas intactas
con DDleISA, encuentran mediante electroforesis que son las
fracciones GP II y GP III las que se marcan, y adem&s que en la
fraccién GP II hay dos componentes, como ya se habfa observado
(31), siendo el de menor movilidad, denominado GP Ila (125.000),
ql que predomina en muestras sin reducir, y el de mayér movili-
dad, denominado GP II (118.000) el que predomina en muestras re-

ducidas. Sugieren asf estos autores que se trata de la misma pro

tefna en diferente estado de reduccibn sefilalando la existencia



de enlaces disulfuro en estas glicoprotefnas.

Sorprende en estos estudios el que la fraccién GP I tan
accesible a la hidr6lisis con tripsina (26) apenas se marque con
las' técnicas de iodacifn. Una explicacifn serfa el gue la parte
glicosilada de esta fraccién con alto contenido en 4cido sifli-
co, impidiese el acceso de los marcadores a los residuos de ti-
rosina.

También este afio Okumura y Jamieson (35) observan en
muestras reducidas con mercaptoetanol una nueva fracci6n de gli-
coprotefna en los perfiles electroforéticos que ellos 1llaman
GP IV (87.000).

Al afio siguiente, Phillips y P. Agin (36), utilizando
electroforesis bidimensional, encuentran seis componentes que se
tifien para glicoprotefnas y se marcan mediante la té&cnica de lac
toperoxidasa, y que denominan GP Ia, GP Ib, GP IIa, GP IIb ,

GP III y GP IV. Todos excepto GP IV varfan su movilidad con la
reduccibn, unos aumentdndola (GP Ib y GP IIb) y otros disminu-
yéndola (GP Ia, GP Ila y GP III), confirmando la existencia de
enlaces disulfuro en estas glicoprotefnas y la existencia de es-
tados intermediss de reduccibn.

Clemetson et al (37) bas&ndose en la distinta afinidad
de estas glicoprotefnas de MPPH para diferentes lectinas (WGA,
LCA y APA), encuentran que la fraccién GP I consta de dos espe-
cies, la GP Ia y la GP Ib en orden creciente de movilidad, mi-
grando la GP Ia 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 IIa y GP IIb también sugieren que es
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la misma glicoprotefna en diferente estado de reduccibn. En la
fraccibén GP III encuentran dos componentes, GP IIIa gque se tifie
intensamente tanto para azficares como para protefna, que descien
de su movilidad con la reduccién y que tiene afinidad por LCA, y
GP IIIb que apenas se tifie para protefnas y si se tifie para car-
bohidratos, no varfa su movilidad con la reduccién y tiene afi-
nidad por APA.

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

Pasamos ahora a relacionar la informacién sobre disposi-
ci6bn de glicoprotefnas en MPPH que se gener$ en esta etapa me-
diante técnicas de marcado de superffcie celular y proteolisis.

Okumura y Jamieson (35, 38), observaron que en células
completas 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 fraccibén GP II son al me-
nos dos componentes distintos. En membranas aisladas se digieren
todas las glicoprotefnas por tripsina, incluida la GP IV. La
iodacibén por lactoperoxidasa marca sobre todo la fraccién GP III
mientras que el marcadc mediante transglutaminasa aparece sobre
todo en GP III y GC.

De estos resultados se podrfa deducir que las glicopro-
tefnas GP I, GP II y GP III, deben de ser componentes integrales
de la membrana con una porcién accesible en la superficie éxter-

na, mientras que GP IV debe de encontrarse en la membrana expo-
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niéndose Gnicamente en la cara citopl&smica. Estas conclusiones
estdn 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 cé&lulas completas. Dado que el sistema electroforé-
tico utilizado por estos autores no les permite distinguir entre
GP IIIa y GP IIIb, se puede interpretar que la porcién de GP III
que no se digiere serfa aquella equivalente GP IIIb 6 GP IV de
Okumura y Jamieson (35).

Otro aspecto que interes6 a varios laboratorios durante
este periodo fué la dilucidacibn de las relaciones entre GC y
GP I, postuldndose que: o bien GC y GP I son iguales estructu-
ralmente pero estdn ligadas a la membrana de modo diferente, lo
que explicarfa el que la primera se desprendiese de ella con m&s
facilidad que la segunda durante la homogeneizaci6én; o bien que
las fracciones macroglicopeptfdicas obtenidas por digesti6n de
las dos fracciones son iguales, diferenci&ndose Gnicamente en el
péptido pequeiio, el cual estarfa mis débilmeﬁte unido a la mem-
brana en el caso de la GC (35).

Por el contrario, Nachman et al (39) mediante la compa-
racién de los mapas peptfdicos de los componentes de un complejo
aislado mediante cromatograffa de afinidad con WGA, con los de
GC aislada segin (38), ponen en duda el que GC y GP I sean pro-
tefnas similares, inclin&ndose a que son completamente diferen-
tes.

Finalizamos esta parte estructural de glicoprotefnas de
MPPH con la Tabla 1, en la que se establece la nomenclatura que

se adoptari en lo sucesivo a lo largo de esta tesis para las di-
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ferentes fracciones de glicoprotefnas y su correspondencia con

la nomenclatura utilizada en la bibliograffa.
1.3.2.2. Funcién de las glicoproteinas

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

Los estudios electroforéticos de varios laboratorios (40,
41, 42, 43), llegan a la conclusién de que tanto GP IIb como
GP IIla estd&n disminuidas en plaquetas de pacientes con la enfer
medad de Glanzmann. Jamieson et al (44) en un intento de cuanti-
ficacibn de este descenso observan un descenso de Gé IIa del 75%
y una disminucién de GP III del 60%.

Faltaba encontrar una relacifn causal entre descenso de
estas glicoprotefnas y ausencia de aglutinacién, para poder ine-
quivocamente relacionar estas glicoprotefnas con alguna etapa de
la funci6n de agregacién.

La disponibilidad del antisuero procedente de un enfermo
trombasténico politransfundido con plaquetas normales, permitid
observar que a concentraciones subaglutinantes este antisuero in
hibe la agregacibén de plaquetas normales y la retraccién del cod
gulo, inducidos por agentes fisiolbgicos, no afectando sin embar
go la agregacién inducida por ristocetina, ni la aglutinacién
por F VIII, ni la adhesifn a subendotelio (45), que hoy se sos-
pecha est&n mediadas por GP I. Este comportamiento trombasténico
impuesto sobre plaquetas por este antisuero permite relacionar

las glicoprotefnas ausentes en la membrana de plaquetas de enfer



medad de Glanzmann con alguna etapa de la agregacién, aunque no
con la primera, ya que el antisuero no inhibe la fijacibén de ADP
a plaguetas normales (45), ni la fijaci6én de ADP y ni la de trom
bina est&n alteradas en plaquetas trombasté&nicas.

Ademds, como en estas plaquetas patolégicas si que suce-
de la primera etapa de agregacifén, esto es, los cambios de forma
(46) , todo parece indicar que el defecto estd en la formacibén de
uniones plagueta-plaqueta.

A Ya habfamos visto que el sindrome de Bernard Soulier est&
relacionado con un defecto de glicoprotefnas de la fracci6n GP I
(29) . Nurden y Caen (47) no encuentran liberacifn de GC en la
fraccifn soluble de lisis de plaqﬁetas de enfermos con este sin-
drome ni tampoco al incubarlas con ClK 3M (3), encontrando me-
diante electroforesis que GC estd ausente y que GP I estd dismi-
nuida o ausente (41). A log mismos resultados llegan Solum (48)
y Hagen (43). Jamieson et al (44) en un intento de cuantifica-
ci6n muestran una falta total de GC y una disminucién 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
plaguetas normales, permitif establecer una relacifén m&s estre-
cha entre las glicoprotefnas ausentes y el defecto de adhesién
a subendotelio (49). Este antisuero a concentraciones subagluti-
nantes inhibe en plaquetas normales la adhesibn a subendoteiio,
la agregacién inducida por ristocetina y la aglutinacién por

F VIII, al igual que sucede en plaquetas de Bernard Soulier, no
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afectando a la agregacién inducida por ADP o coldgeno.

Todo esto sugiere una relacibén causal de la falta de es-
tas glicoprotefnas con los defectos de adhesifén a subendotelio
y agregacifn por ristocetina y F VIII, y por tanto el papel de
estas protefnas en estos fenbmenos.

Otras observaciones apoyan esta hip6tesis. Asf, el alma-
cenamiento de plaquetas durante 7 a 9 dias en tamp8n Tris-ClNa
a 4°C, la congelaci6n y descongelacibén de plaquetas, etc, todos
ellos fenSmenos que liberan GC, van acompafiados de pérdida de
capacidad de agregacién por F VIII (50, 48). Igualmente la adi-
cibén de GC purificada a plaquetas, inhibe competitivamente 1la
agregacién por ristocetina (51).

La uni6én de trombina a plaquetas de Bernard Soulier es
defectuosa, como también lo es la agregacibén que se observa a
continuacién (52), lo que sugiere que GP Ib y/o GC pueden estar
relacionadas con la interaccifn trombina-MPPH.

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

Este papel receptor también se atribuy6 a una fraécién
de 150.000 de peso molecular aparente, aislada mediante electro-
foresis preparativa (54) y a otra fraccibén de GP I aislada me-

diante cromatograffa de afinidad con WGA (55), en ambos casos
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por inhibir la coagulacién de fibrin6geno por trombina.

Ademds de lo ya expuesto, también se han encontrado de-
fectos de las glicoprotefnas en otras trombopatfas congénitas
(56, 44) y en algunos casos de trombopatfas 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.

I.3.3. Interés de la membrana plasmitica de plaquetas

hunanas como material de estudio. Trascendencia

de su conocimiento en coagulacibén y hemostasia

y en su patologfa

A lo largo de este capftulo hemos visto la riqueza fun-
cional de las plaquetas y el papel que su superffcie externa jue
ga en fenbmenos tan variados como adhesibn a subendotelio, agre-
gacibn plaquetaria, activacién de zimbégenos de coagulacién, 1li-
beracibn del contenido de grénulos y retraccién del coidgulo. Es-
ta diversidad de fen6menos relacionados con estas membranas las
hacen muy atractivas como objetos de estudio, sin embargo no po-
demos olvidar que esta diversidad funcional est& basada en una
complejidad estructural que hace a la vez que estas membranas
sean objetos diffciles de estudio con las té&cnicas actualmente
disponibles.

El papel primordial que la membrana plasmdtica de plaque
ta tiene en la actividad plaquetaria, la capacidad de reconocer es
pecificamente sefiales quimicas y de iniciar la cadena de aconte-

cimientos que llevan al efecto fisiolb6gico de estas seiales, ha-



ce que el estudio de su estructura y la dilucidacién de la fun-
cién de sus componentes moleculares sea un irea de especial re-
levancia en la investigacién b&sica sobre coagulacibn y hemésta—
sia, asf como en la investigacibn clfinica sobre trombocitopatfas

de membrana y trombosis.
1.4. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

Como hemos visto a lo largo de la introduccifn, la dis-
posicibén de &tomos y moléculas desarrollada por la naturaleza
en estructuras supramoleculares altamente organizadas, permite
modos de reaccibn de extraordinaria especificidad y eficacia .
Asf, la membrana plasmitica de plaqueta la hemos visto secuen-
cialmente relacionada con fen6menos de adhesién a subendotelio,
con qgregacidn plagueta-plaqueta, con liberacibén del contenido
de grénulos, con activacibén de zimégenos del sistema de coagula-
cibn, con la retraccibén del tap6n hemostdtico, etc, fenbmenos to
dos ellos desencadenados por efectores especificos sobre la mem-
branam y que tienen por base la dindmica molecular de la membra-
na en cuestibn.

Recordando a Witt (10), cada problema en bioqufmica ff-
sica, esto es, el conocimiento de la din&mica molecular de un
sigstema biol6gico cualquiera, tiene que ser atacado desde cuatro
&ngulos distintos:

a.- Los fenfmenos macroscb6picos. Son los fenSmenos observables
a nivel macroscb6pico resultado de numerosos ciclos funcio-
nales de la todavfa desconocida maquinaria molecular del

sistema.



b.-

La organizacién estructural. El1 conocimiento sobre la na-
turaleza quimica de los distintos componentes que forman
la estructura del sistema en cuestién, asf como su locali-
zacién en el espacio y en funcifn del tiempo, es una eta-
pa ineludible para llegar al conocimiento de la din&mica

molecular de un sistema funcional.

Hip6tesis. Es la etapa en el desarrollo del conocimiento
cientifico que permite ordenar, correlacionar e interpre-
tar los datos experimentales existentes sobre el objeto
de estudio y preparar el plan de accién para el futuro .
Por su naturaleza provisional, las hip6tesis generan la

bisqueda de evidencias ulteriores.

Fen6menos moleculares. La medida directa de acontecimien-
tos moleculares es la fuente de informacién m&s inmediata
sobre la dindmica molecular base de una funcién biol6gica.
Sin embargo, este estudio di?ecto de acontecimientos mole-
culares en componentes individuales de la estructura nati-
va, esto es, que guarda las caracteristicas funcionales
del sistema biol6gico original, con frecuencia es o muy di
ficil o incluso imposible, dadas las limitaciones inheren-
tes a muchas de las técnicas actualmente disponibles. Esto
es lo que hace que los modelos, esto es, sistemas quimico-
fisicamente mis sencillos y mejor definidos, sean de espe-
cial interés para la caracterizacibn funcional, como ya vi

mos anteriormente.

Aquf, una vez m&s, la tesis general es que la dinfmica
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molecular de la membrana plasmitica de plaqueta y sus distintos
componentes moleculares, en nuestro caso particular la glicopro-
tefna IIIa, y por tanto las distintas funciones anteriormente re
lacionadas, se basan en sus caracteristicas estructurales y en
las consecuencias que perturbaciones quimicas o fisicas, particu
larmente los distintos efectores especificos de MPPH, tienen so-
bre - estas propiedades estructurales.

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

trabajo.

I.4.1. Objetivos

En el afio 1976, fecha de comienzo de este trabajo, los
fen6bmenos macroscbépicos de la fisiologfa plagquetaria ya estaban
bastante bien caracterizados. Estructuralmente s6lo se habfa pu-
rificado una glicoproteina de membrana plasmitica, la protefna
extrinseca glicocalicina, y funcionalmente se habfa postulado
una relacibn entre los fen6menos de fisiologfa plaquetaria con
determinados componentes de membrana. En cuento a fen6menos mo-
leculares, pr&cticamente no habfa nada dilucidado.

Pensamos entonces concentrarnos en un componente mayori-
tario de membrana, aislarlo, caracterizarlo estructuralmente vy
penetrar en su dinfmica molecular para lo cual el laboratorio se
estaba preparando, fundamentalmente mediante técnicas de espec-
troscopfa de absorci6n y emisibén en el ultravioleta 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 afios, hicieron
que nuestros primeros objetivos se viesen recortados a solamente
aislamiento y caracterizacibn parcial de la GP IIIa, glicoprotef

na mayoritaria de MPPH.
Objetivos:

a.- Incorporacibén de la técnica de preparacién de membrana
plasmitica de plaqueta humana.

b.- Caracterizacifén de MPPH.

c.- Desarrollo de té&cnicas de solubilizacibn y solubilizacién
selectiva de protefnas de MPPH.

d.- Aislamiento de GP IIIa.

e.- Caracterizacién quimica y quimicoffsica de GP IIIa.

Para alcanzar estos objetivos nos hicimos el siguiente

plan de trabajo:

I.4.2. Plan de trabajo

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

b.- Seleccién e incorporacién de una técnica de preparacién
de MPPH, teniendo en cuenta el grado de pureza, el rendi-
miento de membrana y la sencillez de la técnica.

c.—- Exploracién de procedimientos fisicos y qufmicos para la
solubilizacibn y solubilizacifn selectiva de protefnas de
MPPH.

. d.- Combinaci6n de métodos cromatogréficos y electroforéticos
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para el aislamiento y determinacién del grado de pureza de
GP IIIa a partir de MPPH solubilizadas.

Determinaci6én de la composicifén quimica de GP IIIa. Conteni
do en aminoicidos y azficares.

Estudio del tamafio y la naturaleza monomérica o polimérica
de la glicoproteina aislada.

Caracterizacifén mediante espectroscopfa de absorcién y emi-

sién en el UV. Determinacién del coeficiente de extincién.




(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

BIBLIOGRAFIA

TANFORD, C. (1973)

en The Hydrophobic Effect. Formation of Micelles and Bio-
logical Membranes. John Wiley , New York.
SIXMA, J.J. y WESTER, J. (1977)

Seminars Hematol. 14, 265.

NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1979)

Seminars Hematol. 16, 234.

JAMIESON, G.A., FULLER, N.A., BARBER, A.J. ¥y
LOMBART, C. (1971)

Ser. Haemat. 4, 125.:

ROSEMAN, S. (1970)

Chem. Phys. Lipid 5, 270.

ZWAAL, R.F.A. (1978)

Biochim. Biophys. Acta 515, 163.

MAJERUS, P.W. y MILETICH, J.P. (1979)

Ann. Rev. Med. 29, 41.

ADLER, J.R. y HANDIN, R.I. (1979)

J. Biol. Chem. 254, 3806.

POLLARD, T.D., FUJIWARA, K., HANDIN, R. y WEISS, G.
(1977)

Ann. N.Y. Acad. sci. 283, 218.

WITT, H.T. (1971)

Quart. Rev. Biophys. 4, 365.



- 39 -

(11) O'BRIEN, J.R. (1970)
Ser. Haematol. 4, 68.
(12) BEHNKE, O. (1969)
J. Ultrastruct. Res. 26, 11l.
(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)
Verh. Deut. Ges. Pathol. 50, 239.
(16) HARKER, L.A. (1971)
en "The Platelet" (Brinkhous, K.M., Shermer, R.W. ¥y
Mostofi, F.K., eds.) p. 13, Williams and Wilkins, Baltimore.
(17) BENHKE, O. (1967)
Anat. Record. 158, 121.
(18) HOVIG, T. (1968)
Ser. Haematol. 1, 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 9, 3706.
(22) BARBER, A.J. y JAMIESON, G.A. (1971)
Biochemistry 10, 4711.
(23) JAMIESON, G.A., FULLER, N.A., BARBER, A.J. y LOMBART,C. (1971)

Ser. Haematol. 4, 125.



(24)

(25)-

(26)
(27)
(28)
(29)
(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

- 40 -

NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1974)

Brit. J. Haematol. 28, 253.

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

PHILLIPS, D.R. (1972X

Biochemistry 11, 4582.

NACHMAN, R.L. y FERRIS, B. (1972)

J. Biol. Chem. 247, 4468.

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

NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1975)

Nature 255, 720.

PHILLIPS, D.R. y POH AGIN, P. (1974)

Biochim. Biophys. Acta 352, 218;

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

Nature 257, 599.

GROTTUM, K.A. y SOLUM, N.O. (1969)

Brit. J. Haematol. 16, 275.

DEGOS, L., DAUGTIGNY, A., BROVET, J.C., COLOMBANI, M.,
ARDAILLOU, N., CAEN, J.P. y COLOMBANI, J. (1975)
J. Clin. Invest. 56, 236.

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

OKUMURA, T. y JAMIESON, G.A. (1976)

J. Biol. Chem. 251, 5944.



(36)

(37)

- 4] -

PHILLIPS, D.R. y POH AGIN, P. (1977)
J. Biol. Chem. 252, 2121.

CLEMETSON, K.J., PFUELLER, S.L., LUSCHER, E.F. y

. JENKINS, C.H.S.P. (1977)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

(44)

(45)

(46)

(47)

Biochim. Biophys. Acta 464, 493.

OKUMURA, T., LOMBART, C.H. y JAMIESON, G.A. (1976)
J. Biol. Chem. 251, 5950.

NACHMAN, R.L., KINOSHITA, T. y FERRIS, B. (1979)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 2952.

PHILLIPS, D.R. y POH AGIN, P. (1977)

J. Clin. Invest. 60, 535.

NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1977)

Thrombos. Haemostas. 38, 200.

NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1978)

Brit. J. Haematol. 38, 155.

HAGEN, I. y SOLUM, N.O. (1978)

Thromb. Res. 13, 845.

JAMIESON, G.A., OKUMURA, T., FISHBACK, B., JOHNSON, M.M.,
EGAN, J.J. y WEISS, H.J. (1979)

J. Lab. Clin. Med. 93, 652.

LEVY-TOLEDANO, S., TOBELEM, G. y LEGRAND, C. (1978)
Blood 51, 1065.

CAEN, J.f. y MICHEL, H. (1972)

Nature 240, 148.

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. 38, 914.

(49) TOBELEM, G., LEVY-TOLEDANO, S., BREDOUX, R., MICHEL, H.,
NURDEN, A. y CAEN, J.P. (1976)
Nature 263, 427.

(50) GEORGE, J.N. (1976)
Thromb. Res. 8, 719.

(51) OKUMURA, T. y JAMIESON, G.A. (1976)
Thromb. Res. 8, 701.

(52) JAMIESON, G.A. y OKUMURA, T. (1978)
J. Clin. Invest. 61, 861.

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

(54) GANGULY, P. y GOULD, N.L. (1979)
Brit. J. Haematol. 42, 137.

(55) NACHMAN, R.L., TARASOV, E., WEKSLER,B.B. y
FERRIS, B. (1977)
Thromb. Res. 12, 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. 16, 447.

(58) VAINER, H. y BUSSEL, A. (1977)
Int. J. Cancer 19, 143.

(59) ORDINAS, A., MARAGALL, S., CASTILLO, R. y
NURDEN, A.T. (1978)

Thromb. Res. 13, 297.



CAPITULO II.- MATERIALES Y METODOS
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I1.1. FUENTE Y PREPARACION DE PLAQUETAS

En este trabajo se han utilizado concentrados de plaque-
tas procedentes de sangre de donantes voluntarios; cada unidad
de plaquetas procede de aproximadamente 450 ml de sangre y cons-
ta de una porcién 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 "Rambén y Cajal" de Madrid.

En lgs primeras etapas del trabajo se utilizaron plaque
tas obtenidas dentro de las 6 primeras horas después de la ex-
tracci6én de sangre. Posteriormente, con el fin de disponer de
maybr cantidad, se emplearon plaquetas procedentes de concentra
dos que habfan estado de 3-7 dias a temperatura ambiente con
agitacién suave.

La metodologfa seqguida con estos concentrados para el
aislamiento de las plaquetas ha sido b&sicamente la propuesta
por Barber y Jamieson (1) y consiste primeramente en una centri
fugacibn a 1500xg durante 1 min, para eliminar restos de eritro
citos y dependiendo del contenido en éstos, 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 sedimenfos de plaquetas se lavan

3 veces con tamp6n de lavado que contiene EDTA 0,001M, Tris-ClH
0,01M (pH 7,4), ClNa 0,15M. Una vez lavados, los sedimentos se
resuspenden en una pequefia cantidad del tampén de lavado (aproxi
madamente 1 ml/U de plaquetas) y se siembran en gradientes contf
nuos de glicerol del 0 al 40% (v:v) de 30 ml de volumen. En cada
gradiente se siembran plaquetas procedentes 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 5.800xg a 4°C.

La centrifugacién en estos gfadientes se realiza para
que las plaquetas se carguen con glicerol y se alcance una con-
centracién intracelular de 4,3M.

Una vez concluida la centrifugacién se elimina el sobre
nadante con cuidado y el sedimento de plaquetas cargadas se man
tiene congelado a -20°C hasta proceder al aislamiento de las

membranas.
II.2. METODO DE AISLAMIENTO DE MPPH

La primera etapa en el aislamiento 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 tampén Tris-ClH 0,01M
(pH 7,5), sacarosa 0,25M (Tris-sacarosa) frio, 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 lisado, se siembra &ste
en una solucibén de sacarosa 27% (p/v), 4 = 1,106, centrifugando
después en un rotor—swing—out (MSE SW 25) a 63.500ig 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 proteinas solubles y en la inferior, plaquetas sin
romper, gré&nulos, mitoéondrias, etc, como se puede ver en la L&
mina I.

La banda de membranas se aisla con mucho cuidado, se di-
luye aproximadamente a 1:10 en Tris-sacarosa y se centrifuga a
105.000xg durante 1 hora.

El sedimento de membranas se resuspende en el tampdn
Tris-sacarosa anteriormente utilizado a la concentracibén deseada,
y se conserva congelado a -20°C para su posterior utilizacién.

Un esquema del conjunto de las distintas etapas de pre-
paracién de plaquetas y aislamiento de membranas se muestra en

el Esquema 3.
I1X.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE MPPH

IT.3.1. Determinacién de actividad enzim&tica. Fosfodies-

terasa (EC 3.1.4.1)

Se sigue el mé&todo de Koerner (2) con ligeras modifica-
ciones.

El ensayo se realiza a pH 5,5 y 37°C midiéndose a 400 nm
la liberacib6n de p-nitrofenol a partir de bis(p-nitrofenil)fosfa

to utilizado como sustrato.
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ESQUEMA 3

Aislamiento de membranas plasmiticas de plaquetas

humanas.

Concentrados de plaquetas

ETAPA I

1.500xg, 1 min, 2-3 veces, 10°C

SeJimento de eritrocitos

Sobrenadante de plasma rico en plaquetas

Plaquetas lavadas

Plaquetas cargadas con glicerol

(I) 4.300xg, 10 min, 10°C.
ETAPA II (I1) Suspensibn en tampén de lavado.
(IXII) Lavar 2-3 veces.
SoLrenadante
(I) Suspensibén en tamp6n de lavado y
siembra en un gradiente isoténico
ETAPA IIIX de glicerol (0-40%). ’
(IT) 1.465xg, 30 min, 4°C.
(III) 5.860xg, 10 min, 4°C.
SoLrenadante
(I) Lisis de las plaquetas, en tamp6n
ETAPA IV

(I1)
(II1)

Tris 0,01M (pH 7,5) sacarosa 0,25M
Siembra sobre sacarosa, d. 1,106
63.500xg, 4 h, 4°C.

]
Protefnas Interfase(sacarosa 0,25-0,8M) Sedimento

solubles Membranas de Plagquetas enteras,mi-
plaquetas (MPPH) tocondrias, gré&nulos,
’ etc.
(I) Dilucién a 1:10
ETAPA V con Tris-sacarosa.
( II) 105.000xg, 60 min,
4°C.
|
Sobrenadante Sedimento de membranas
ETAPA VI (I) Suspensibn en Tris-sacarosa.
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LAMINA 1

Fraccionamiento de plaquetas lisadas sobre
sacarosa 27% p/v.

PS, protefnas solubles; MPPH, membranas plasmiticas.
P, pellet (plaquetas sin romper, mitocondrias,
grénulos, etc).
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Se considera un €,., p-nitrofenol = 18.300 1.mo1 t.cm™t
(3), expres&ndose la actividad especfifica en pmoles de p-nitro

fenol liberados por miligramo de protefna y por hora.

II1.3.2. Determinacién de protefnas

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

Como estandar se emple6 seroalbGmina bovina (BSA) (Sig-
ma, cristalizada y liofilizada) en solucién acuosa, a una con-
centracién de 2 mg/ml. El contenido aparente de los estandares
de BSA, obtenido gravimétricamente, se corrigié por el obtenido
espectrosc6picamente, teniendo en cuenta que €578 = 6,38
dl.g_l.cm-l (5); estas diferencias se deben sobre todo a hidra
taci6én de BSA.

Como en muchos casos las muestras a analizar contenfan
SDS,‘y éste hace disminuir la absorci6n tanto a 500 nm como a
750 nm, se corrige el descenso, afadiendo a blanco y estandares
la misma cantidad de detergente que la que contenfan las mues-

tras.

I1.3.3. Extracci6én de 1ipidos de MPPH

Las membranas se dializan exhaustivamente frente a
Tris-ClH 0,01M, pH 7,4, para eliminar la sécarosa y los lipidos
se extraen con cloroformo:metanol (2:1) segfin el método de Bligh
y Dyer (6).

La mezcla de extraccibn se centrifuga a 10.000xg



- 50 -

durante 15 min consiguiendo una nftida separacibén entre la fase
cloroférmica que contiene los lfpidos y la fase metanol-agua que
contiene el material no extraible.

La fase clorof6érmica se utiliza directamente para la de-

terminacibn de fésforo lipfdico (ver Seccién II.3.4.).

I1.3.4. Determinacibén de f6sforo

Se sigue b&sicamente el método de Bartlett (7 ) que es
una variacién del clisico de Fiske y Subbarrow ( 8). Antes de
ser analizadas, las muestras se digieren con &cido perclérico al
60%. Al final del proceso, se mide la absorcifn del &cido fosfo-
molfbdico a 830 nm.

Como patr6n se empled PO4H2K (Merck, para anilisis) pre-

viamente desecado a 110°C durante 24 h y enfriado a vacfo.

11.3.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida

conteniendo SDS (SDS-PAGE)

Se siguieron b&sicamente dos métodos.

Para el método de Weber y Osborn ( 9) se utilizan geles
del 5% en acrilamida y con una relacifén de acrilamida a N~N'-~-me-
tilenbisacrilamida de 37:1. El tamafio de los geles es de 8 cm de
longitud y 6 mm de difmetro.

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% m&s 2-mercaptoetanol al 0,5%, durante 30 min a tem-
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peratura ambiente; y las muestras reducidas, se incuban durante
3 min a 100°C en SDS al 3%, m&s 2-mercaptoetanol al 2%.

La electroforesis se realiza en tamp6n fosfatos O,IM;
pH 7,2, SDS 0,1%, a temperatura ambiente y con una intensidad de
corriente de 8 mA por gel durante 4-5 h.

Para el método de Laemmli (10), se utilizan geles separa
dores del 7% en acrilamida, y una relacién de acrilamida a
N-N'-metilenbisacrilamida de 36,8:1. La concentracién final en
los geles es Tris-ClH 0,375M pH 8,8, SDS 0,1%. El tamafio de &s-
tos es también de 8 cm de longitud y 6 mm de di&metro.

En algunas ocasiones, encima del gel de separacifn, se
coloca un gel de concentracifén de 1 cm de longitud, una concen-
tracibn de acrilamida del 3%y de Tris-ClH 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% m&s 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% m&s 2-mercaptoetanol al 2% o durante 1 h a
37°C en SDS al 3% y mercaptoetanol al 5%.

La electroforesis se realiza en tamp6n Tris-ClH 0,025M,
glicina 0,192M, pH 8,3, SDS 0,1%, a temperatura ambiente 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 estable entre gel y tampén.



- 52 -

Los geles se tifien para protefnas totales con azul bri-
llante de Coomassie al 0,25% en metanol al 45% (v/v) y &cido acé
tico glacial al 5% (v/v) durante 1 h.

Para tincién de glicoprotefnas se utiliza el método de
Zacharius et al (11), que es una variante de la cl&sica tincién
PAS (&cido peribdico-Reactivo Schiff), introducida por Koiw y
Gronwall (12), que consiste en la fijacién de las proteinas con
&cido tricloroac&tico seguido de una oxidacibn con &cido periédi
co, que posteriormente se elimina de los geles lavando &stos
abundantemente con agua destilada durante toda una noche. Al dia
siguiente los geles se incuban durante 50 min en la oscuridad en
el reactivo Schiff (formado por fuchsina Merck al 0,5% en metabi
sulfito al 1%, ClH 0,07N), y son posteriormente lavados tres ve-
ces (10 min cada una) con metabisulfito al 0,5%.

El exceso de colorante de los geles se elimina por difu-
si6n, empleando somo solucibén decoloradora metanol al 40% (v/v)
y 8cido acético al 5% (v/v) en agqua.

Una vez destefiidos los geles, se conservan en una disolu
ci6én de &cido acético al 7%.

Por Gltimo, se densitometran en un microdensit6metro Joy
ce Loebl modelo MK IIIC de doble haz, obteniendo densitogramas
en los que cada banda electroforética estd representada por un
pico, cuya &rea es relativamente proporcional a la cantidad de
protefna que contiene. Midiendo la distancia del m&ximo de cada
pico al origen, se obtiene la movilidad electroforética. Si &sta

se relaciona con la movilidad del frente se determina la movili-
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dad relativa.

El SDS se une muy fécilmente a las protefnas formando
complejos protefna-SDS cuya carga superficial es casi enteramen
te debida a la de los iones sulfato expuestos, existiendo una
relacifn casi lineal entre la movilidad electroforética de es-
tos complejos y el logaritmo de la masa molecular de la protef-
na (13)(14). Como protefnas estandar se han utilizado: seroalbf
mina bovina BSA (Sigma) trfmero 204.000, dfmero 136.000, monSme
ro 68.000; ovoalbGmina (Sigma) 43.000, y las cadenas Aa (68.000),
Bg (57.000) y y (48.000) procedentes de la reduccién de fibrin6-
geno humano. Los estandares se trataron igual que las muestras

previamente a su utilizacién.

I1.4. SOLUBILIZACION DE MPPH

I1.4.1. Métodos quimicos. Detergentes

Se utiliz6 una sal biliar, desoxicolato s&6dico (DchNa)
y un detergente anibénico, dodecil sulfato s6dico (SDS).

Partiendo de una suspensifén de MPPH en Tris-ClH 0,01M
(pH 7,5), sacarosa 0,25M, se toman alfcuotas de 1 ml con una
concentracifén de 2 mg de protefna/ml. A éstas se les afiade de-
tergente en cantidades crecientes y se incuba, bien durante 90
min, bien toda la noche a temperatura ambiente (22°C), centri-
fugando finalmente a 160.000xg durante 90 min a 22°C.

Se considera soluble lo que permanece en el sobrenadan-
te después de los 90 min de centrifugacién, y el porcentaje de

solubilizacifén se calcula determinando el contenido protefco en



sedimentos y sobrenadantes mediante el método de Lowry (4).-

I1.4.2. M8todos fisicos. Ultrasonidos

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

Se toman alfcuotas de 2 ml que contienen 5 mg de protef-
na de MPPH y se sonican durante 30 seg en un Ultrasonic Power
Unit MSE (20 KHz) operando a la m4xima potencia; esta operacién
se realiza en un bafio de hielo.

Los sonicados se centrifugan a 160.000xg durante 90 min
a 4°C. Se separan sobrenadante y sedimento, a los que se deter-
mina su contenido en protefnas (4), y se someten a andlisis de
SDS-PAGE tifiendo tanto para protefnas totales como para glico-

proteinas.

I1.5. TECNICAS DE PURIFICACION DE GP IIIa

II.5.1. Solubilizacibn 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 ambiente.

La solubilizacibn es pricticamente del 100%. Los sedimen
tos solubilizados se dializan frente al tampén de elucién usado
en cromatograffa, para eliminar el exceso de SDS, y se filtran

previamente a su paso por columna.

II1.5.2. Cromatograffa de exclusifn

Esta técnica se utiliza para fraccionar, por tamaiio mo-
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lecular, los sedimentos de sonicacibn solubilizados con SDS.

Se realizaron fraccionamientos con diferentes geles (Se
phadex G-150, Sephadex G-200, Sepharosa 4B, Sepharosa 6B, ...),
distintos tamafios de columnas, etc (estudio que puede verse‘en
la Secci6n 1II.3.1 de Resultados), pero las condiciones que se
han considerado mds favorables y que se utilizaron rutinariamen
te en los Gltimos fraccionamientos son las siguientes:

Ios sedimentos de sonicacifn previamente solubilizados ,
dializados y filtrados, conteniendo alrededor de 50 mg de pro-
tefna en un volumen entre 5 y 7 ml, se siembran en una columna
de Sepharosa 4B (Pharmacia Fine Chemicals) (2,5x100 cm) con adap
tadores de flujo, equilibrada con tampén de elucién: C1lNa 0,25M,
fosfatos 0,02M, azida s6dica 0,02%, pH 7,2, conteniendo SDS al
0,05%. Todas las operaciones de empaquetado de columna, elucién,
etc, se realizan a temperatura ambiente (22°C) para evitar que
precipite el SDS.

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

Las distintas fracciones se analizan mediante SDS~PAGE.
Las fracciones ricas en GPIIIa pero con una cantidad apreciable
del resto de las glicoprotefnas, se mezclan, se concentran y se
dializan durante una noche frente al tamp6n de elucién y se vuel
ven a.cromatografiar en una columna de (1,5x90 cm) de Sephacryl
300 o Sepharosa 6B (Pharmacia), indistintamente, equilibrada con

tamp6n de elucibén. Las fracciones recogidas son de 3 a 4 ml, miy
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diéndose su A280 y analizdndose mediante SDS-PAGE. De esta cro-
matograffa se logran aislar fracciones muy enriquecidas en GPIIIa
y por tanto adecuadas para ser sometidas a cromatograffa de afi-

nidad.

I1.5.3. Cromatograffa de afinidad

Como Gltima etapa en la purificacib6n de la GPIIIa, las
muéstras procedentes de fréccionamientos previos en Sepharosa
4B y Sephacryl 300 (ver Seccibén II.5.2., cromatograffa de exclu
sién), que se caracterizan por un alto contenido en GPIIIa, una
ausencia casi total del resto de las glicoprotefnas y presentan
do contaminaciones de especies protefcas de masa molecular me-
nor gﬁe GPIIIa, se cromatograffan sobre Con A-Sepharosa 4B (Phar
maci; Fine Chemicals) o sobre Con A-Sepharosa 6B preparada en
el laboratorio (ver Seccién II.5.3.1).

El tamafio de las columnas vari6 en las distintas etapas
del trabajo; al principio se emplearon columnas pequefias (1x20
cm), pasando a columnas de (1,5x40 cm)una vez conocidas las con-
diciones id6neas de trabajo.

Previamente a la aplicacibén de la muestra, se lava abun
dantemente la columna con tamp6n de elucibn para eliminar 1la

Con A no unida a la Sepharosa y la que se desprende de &sta por

efecto del SDS.

Las muestras conteniendo generalmente entre 5 y 10 mg

de protefna en un volumen variable, se eluyen de la columna con

‘al menos un volumen de tampén de elucién igual al volumen total
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de la columna. Una vez la DO,g, es de 0,01-0, se comienza la elu
cién de la columna con 5% de a-metil-D-manosa o a-metil-D-gluco-
sa en tampb6n de elucibén hasta que se desprende todo el material
retenido en la columna.

Después de la elucién de la glicoprotefna, la columna
se lava con el tampén de elucibn, y se mantiene en este medio
hasta su utilizacibén posterior. La columna puede emplearse has-
ta 5 veces sin pérdida de eficiencia en la capacidad de reten-

ci6n de la GP IIla.

I1.5.3.1. Activacibén de Sepharosa con CNBr y su unién

a Con A

Se sigui6 bisicamente el método propuesto en (15). El
proceso consta de dos partes:
I) Activacibn de la Sepharosa 6B con bromuro de cianbge
no (CNBr).

II) Unién de la Con A.

I) A una suspensifn 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 afnade una solucién de 1,5 g de CNBr en 30 ml
de agua destilada y se mantiene con agitacifn suave a temperatu
ra ambiente y a pH constante de 10,5 mediante adicién contfnua
de NaOH 0,2M durante 10 minutos.

Al cabo de los 10 minutos se pasa la suspensién de Se-
pharosa a un embudo Buchner y se lava con 750 ml de agua desti-

lada frfa, seguido de otro lavado con 750 ml de acetato sédico




0,1M pH 6,8, también frfo. Estas operaciones se realizan cuida-
dosamente en vitrina, y ademis la habitacién debe estar muy bien
aireada.

En el fondo del kitasato se pone un exceso de NaOH y
SO4Cu.5H20 para la descomposicifén del CNBr y formacién del cia-

nuro de cobre insoluble.

II) Se cierra el extremo del embudo con Parafilm y se
le afiade a la Sepharosa ya activada una solucién de 150 mg de
Con A en 75 ml de acetato s6dico 0,1M pH 6,8 conteniendo ClNa
0,15M.

La mezcla se pasa a un recipiente adecuado y se deja
con agitacibn suave toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se la
va con 1 litro de ClNa 1M conteniendo C12Ca 10—3M Yy Clen 10-3M,
elimindndose asf la Con A que no se ha unido a la Sepharosa, lo
que se controla mediante medida de la absorcién a 280 nm de las
soluciones de lavado.

Esta preparacién se guarda en frfo con ClNa 1M haﬁta su

utilizacién.

II.6. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE GP IIIa

I1.6.1. Preparacifn de la muestra previamente al

andlisis

La GP IIla purificada, antes de ser analizada quimica-
mente, se dializa exhaustivamente frente a agua destilada con-
teniendo azida s6dica al 0,02%, en una c8mara a 4°C. Esta ope-

racifén se realiza durante 3 semanas como mfnimo, y tiene por
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objeto eliminar el detergente (SDS) y evitar interferencias en

los an&lisis.

I1.6.2. An&lisis de amino&cidos

Se realizan en autoanalizador de aminodcidos LKB modelo
3201. Las muestras a analizar de aproximadamente 60 ug de protef
na (segfin Lowry), se suspenden en 1 ml de ClH 6N y una vez desga
sificadas a 10‘-5 mm Hg mediante 3 ciclos de congelacibén-desconge
lacién, 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 tampbén de muestra y se apli-
can al analizador.

El contenido en tript6fano se determina por el método es
pectrofotomét rico de Edelhoch (17), adaptado a muestras en SDS
por Koziarz et al (18) utilizando los siguientes coeficientes de

1 1

extincibén para triptéfano: €590~ 5185 y € = 5679 1 cm "mol”

275

IT1.6.3. An8lisis de azficares

I1.6.3.1. Andlisis colorimétricos
A) Anilisis de hexosas

Se sigue el método de Dubois et al (19), que b&sicamen-
te consiste en la reaccibn del azficar en cuestibén con fenol, en
presencia de &cido sulfGrico, dando origen a un color amarillo-
naranja cuya absorcién se mide a 490 nm.

Como estandar se utilizé D-galactosa.
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B) An&lisis de hexosaminas

El contenido total de hexosaminas se determind por el mé
todo de Elson-Morgan, modificado por Gatt y Berman (20), previa
hidr6lisis de las muestm@s en ClH 2N a 100°C durante 12 h.

Como estandar se utiliza una mezcla equimolar de D-gluco

samina-ClH y D-galactosamina-ClH.
C) An4lisis de &cidos siflicos

El contenido en &cidos sidlicos se determin8 después de ha
ber hidrolizado las muestras en SO4H2 0,1N a 80°C durante 1 h ,
por el método de Warren (21).

Como estandar se utiliza &cido N-acetil-neuraminico.

11.6.3.2. Determinacifn de hexosas individuales por

cromatograffa gaseosa

: Se siguif el método propuesto por Reinhold en (22) con

ligeras modificaciones y c?nsiste en:

Metanolisis de muestras de glicoprotefna de alrededor de
100 ug de protefna (segfin Lowry), junto con 20 ug de mioinositol
como estandar interno en tubos bien cerrados, con 2 ml de CI1H
0,5N en metanol anhidro durante 16 h a 65°C.

Las muestras metanolizadas se evaporan bajo corriente de
nitr6geno, y la N-acetilaci6n de los grupos amino libres, se

efectia suspendiendo el residuo en una mezcla de 0,2 ml de piri-

-dina anhidra y 0,2 ml de anhfdrido acético. Al cabo de 15 min

las muestras se evaporan bajo corriente de nitrégeno. Para inver

tir la O-acetilacibn, las muestras se someten a metanolisis a re



- 61 -

flujo en 4 ml de ClH 0,5N en metanol anhidro durante 1 h.

Tras su evaporacibén, las muestras se derivatizan con un
reactivo silanizante, que contiene piridina, hexametildisilazano
y trimetilclorosilano en una proporcién de 1:0,2:0,1 respectiva-
mente, durante 30 min. Mediante esta derivatizacién se convier-
ten todos los carbohidratos en sus O-trimetilsilil (O-TMS) deri-
vados.

Por filtimo se evapora el reactivo de silanizacién bajo
corriente de nitr8geno y se afiade heptano para disolver los &te-
res G-TMS.

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

Se utilizé un cromatb6grafo de gases Hewlett Packard mode
lo 7600A; una columna met&lica de 2 m de longitud y 2,2 mm de
difmetro interno, de OV-17 al 4,5% en Chromosob G 80-100, traba
jando isoté&rmicamente a 180°C; un flujo de gas portador nitrége-

no, de 30 ml/min y utilizando un detector de llama.

I1.6.4. Anllisis de SDS ligado

Para determinar la cantidad de SDS que permanece ligado
a la protefna después de los 21 dias de diilisis frente a agua
destilada, se sigue el mé&todo recientemente propuesto por Saras-
te y Korhonen (23), que se basa en la metanolisis del grupo sul-
fato en metanol &cido y la determinacibén por cromatograffa de ga
ses del dodecanol que se libera.

Para ello, a las muestras para anflisis, se les anade
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&cido mirfstico como estandar interno y ClH 0,5N en metanol an-
hidro en ampollas cerradas bajo nitr6geno y se metanolizan duran
te 7 h a 70°C.

El dodecanol resultante se extrae tres veces con cloro-
formo, las fases cloroférmicas se juntan y se evaporan con nitr§

geno a 20°C y el resfduo se disuelve en 50 A de hexano frfo.

I1.6.5. Determinacifn del volumen especifico parcial

El volumen especifico parcial de la GP IIla se calculb a
partir de la composicién centesimal, los volGmenes especificos
de hexosas, hexosaminas (0,613 y 0,666 respectivamente (24)) y
el volumen espec{fico medio de amino&cidos, calculado teniendo
en cuenta la composicién de amino&cidos de la parte protefca de
la glicoprotefna.

Este Gltimo se calcula segfin la f6rmula dada en (25)

siendo: Vp: volumen especifico parcial.
W,: % en peso del residuo de aminofcido i.

Vi volumen especifico del aminocido 1.

11.6.6. Determinacibn de coeficientes de sedimentacién

por ultracentrifugacifén analftica

Los experimentos de ultracentvifugacibn se realizaron en
una ultracentrifuga analftica 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 titanio con células de doble sector de aluminio
de 12 mm de paso de luz.

Se utiliz6 el sistema 6ptico de absorcién a 280 nm me-
diante scanner que permite registrar la variacibén del perfil de
densidad 8ptica a lo largo de la célula en el transcurso de la
sedimentacifn de la macromolécula.

Los coeficientes de sedimentacién se determinaron en
muestras equilibradas por diflisis, a distintas concentraciones
de SDS (0,05~1%) y la concentrracibén de la muestra oscil8§ entre

0,06 y 0,3 mg de protefna/ml.

II.6.7. Microscopia electrénica

. Sedimentos de MPPH y sedimentos de sonicacién de MPPH se
fijaron primeramente con glutaraldehido al 2,5% en tampén fosfa-
tos 13 mM pH 7,3 conteniendo C12Ca al 0,01%, durante 1 h 30 min
a 4°C. '

Después de lavadas, las muestvas se fijan con Oso4 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 finfsimas, se monta so-
bre rejillas cubiertas con carb6n y Formvar y se examinan en un
microscopio electrénico Jeol Jen 100B del servicio de microsco-
pia electrbnica del Centro de Investigaciones Biol6gicas del

C.S.I.C. a cuyo personal encargado se le agradece su ayuda.
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I1.6.8. Espectrofotometrfa de absorcifén y emisién

La determinacién del espectro de absorcifn ultravioleta
de la GP Illa se ha llevado a cabo en cubetas de cuarzo de 1 cm
de paso 8ptico, empleindose un espectrofotémetro Perkin Elmer/Hi
tachi 200.

Los espectros de fluorescencia se registraron en un es-
pectrofluor{metro SLM 8000 utilizando las mismas muestras §ue pa

ra absorcién.
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CAPITULO III.- RESULTADOS
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IIX.1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MPPH

III.1.1. Aislamiento

~De los métodos descritos para el aislamiento de est&s

membranas como son sonicacibn, lisis osmética simple, homogenei-
zacién mecdnica, etc (1), se ha escogido el método de lisis con
glicerol (2), por ser el mis satisfactorio en cuanto a menor con
taminacién con gr&nulos y mitocondrias, reproducibilidad, 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 extraccifn) motiv6 siempre la necesidad de tra
bajar con plagquetas de 3 a 7 dias, dato que habr& que tener en

cuenta a lo largo de todo este trabajo.

III.1.2. Caracterizacifn quimica

A las membranas plasmiticas asf obtenidas se les deter-
min6 su contenido en fosfolfpidos y proteinas, obteniendo una re
lacién fosfolipido/protefna (p/p) de 1,1 mg/mg, y una relacibn
protefna/volumen de sangre (p/v) de 1,4 mg/unidad de sangre

(450 ml) .
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Como enzima marcador de membrana plasmitica se siguié la
actividad de la enzima fosfodiesterasa, por considerarse a ésta
como el marcador m4s especifico de la superffcie de estas célu-
las (2, 3). Se obtuvieron valores de actividades especificas pa-
ra el lisado de 0,048 pmoles p-nitrofenol/mg protefna/hora, fren
te a valores de 0,245 umoles p-nitrofenol/mg protefna/hora para
membranas, lo que supone un incremento en actividad de unas 5 ve

ces.

IIT.1.3. Caracterizacibn ultraestructural

Con el fin de comprobar morfol8gicamente la homogeneidad
y grado de contaminacién de las membranas aisladas por nosotros,
se estudiaron éstas por microscopfa electrénica.

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

En la Limina II se puede observar la existencia de dos
tipos de vesfculas, unas de mayor didmetro y con estructuras de
doble membrana (II A), y otras mis pequeiias con pared sencilla
(II ‘B). La existencia de estos dos tipos de vesfculas habfa sido

puesta de manifiesto previamente por Barber y Jamieson (2).

III.1.4. Caracterizacién electroforética

Los perfiles electroforéticos obtenidos por SDS-PAGE de
MPPH, tanto para protefnas totales como para glicoprotefnas son
altamente dependientes de los siguientes pardmetros: a) concen-

tracién de acrilamida, b) ausencia o presencia de agente reduc-
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LAMINA I1I

Microfotograffas electr6nicas de MPPH (x100.000).
A, vesfculas de doble membrana (- ).
B, vesfculas de pared sencilla.
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tor y concentracibn en éste, c) sistema de tamp6én utilizado en
la electroforesis. Por ello es imprescindible en la exposicién
de resultados, la indicacién de las condiciones utilizadas.

Por SDS-PAGE, tinendo para protefnas totales, se observa
que la membrana plasmitica de plaquetas esti compuesta de una
gran variedad de polipéptidps 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 plagueta completa en condiciones similares, Figu-
ra 2, se observa que en membranas desaparecen ciertos polipépti-
dos, y otros se enriquecen notablemente.

Tanto en plaqueta completa como en membranas, la banda
m8s sobresaliente corresponde a la protefna contrictil actina
(A), con un peso molecular de 45.000. En membranas, las otras
dos bandas mds sobresalientes corresponden en ambos estados, re-
ducido y sin reducir, a las glicoprotefnas GP II y GP III, obser
vidndose un notable enriquecimiento en estas glicoprotefnas res-
pecto a plagueta completa.

Tinhendo para carbohidratos se observa que algunas de las
protefinas anteriormente vistas son glicoprotefnas, cuyos pesos
moleculares oscilan entre 150.000 y 95.000. La plagueta comple-~
ta posee una glicoprotefna que no aparece en membranas aisladas,
es la denominada "trombospondina", (Tp), que procede de la frac-
cibn granular, y fué aislada recientemente (4). Esta glicoprotef
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 tamp6n fosfatos. Geles del 5%.
Tincibn para protefnas totales. A, actina.
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FIGURA 2
Perfiles electroforéticos de plaqueta completa.
a, s8in reducir; b, reducida.

Electroforesis en tamp6n fosfatos. Geles del 5%.
Tincién para proteinas totales. A, actina.
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cular 150.000, gque migra en la zona de la GP I (Figura 3).

En cuanto a las glicoprotefnas de MPPH, principal obje-
tivo de este trabajo, la nomenclatura con la que se identifican
las distintas bandas electroforéticas en la bibliograffa es equi
voca debido, como se mencion6 anteriormente, a las variaciones
que experimentan en su movilidad seglin las condiciones de traba
jo.

En la presente investigacién la electroforesis se reali-
26 siguiendo dos procedimientos diferentes (seccién II.3.5). El
m&s ampliamente utilizado fué& el que usa tamp6n fosfatos y una
concentraci6én de acrilamida en los geles del 5%. Las muestras se
analizaron en condiciones de no reduccibén y de reduccién parcial
o total. Asf en estado de no reduccibén pueden observarse (Figura
4) las glicoprotefnas denominadas GP Ia, GP Ib, GP IIa y GP III,
mientras que en estado de reduccién total la GP Ia y GP Ib mi-
gran juntas en la posicién de la GP Ib, la GP IIa se transforma
en GP IIb y la GP III permanece invariable.

Se realiz8 un experimento encaminado a demostrar la
transformacién de la GP IIa en GP IIb. La muestra utilizada pro-
cedfa de un fraccionamiento por tamafio y consistfa casi exclusi-
vamente de GP IIa, como se determin§ en su an8lisis por SDS-PAGE
(sin reduccibn), y posterior tincién para protefnas totales. Es-
ta fraccibn se sometif a reduccién total y parcial, y los resul-
tados obtenidos pueden verse en la Figura 5. En ella se ve como
la GP IIa se transforma en GP IIb pasando por un estado interme-
dio donde aparecen las dos especies.

Los cambios que experimentan las glicoprotefnas en estas
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FIGURA 3

Perfiles electroforéticos de las glicoprotefnas
de plaqueta completa. a, sin reducir; b, reducida.
Electroforesis en tampén fosfatos. Geles del 5%.

Tincién para glicoprotefnas. Tp, trombospondina;

I, GPI; 1I, GPIXI; III, GPIII.
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FIGURA 4

Perfiles electroforéticos de las glicoprotefnas
de MPPH. a, 8in reducir; b, reduccién parcial;
c, reduccién total.
Electroforesis en tampén fosfatos. Geles del 5%.
Tincién para glicoprotefnas.
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FIGURA 5

Perfiles electroforéticos de la GPII de MPPH.
a, sin reducir; b, reduccién parcial;
c, reduccién total.
Electroforesis en tampbén fosfatos. Geles del 5%.
Tincién para protefnas totales.
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condiciones de SDS-PAGE se resumen a continuacién en la Tabla II.

TABLA 1I
Zona GP I Zona GP II Zona GP III
No reduccibén GP Ia, GP Ib GP IIa GP III
ﬁzg‘ég‘a’i‘sn GP Ia, GP Ib GP IIa, GP IIb GP III
:ﬁi:‘l’cmn GP Ia,b GP IIb GP III

Si estas mismas glicoproteinas'se analizan por SDS-PAGE
en un sistema de tamp6n Tris-glicina y con una concentracién en
acrilamida del 7% observamos que la situaci6én varfa notablemente.

Lo m&s interesante de la utilizacibn de este sistema es
el desdoblamiento de la banda de GP III con la reducc;Gn, en dos
espeéies que denominatemos GP IIla y GP IIIb. Esto puehe verse
en la Figura 6. La GP IIIb migra en la misma posici6n en geles’
reducidos y sin reducir, y apenas se tifie para protefnas totales.
Al contrario, la GP IIIa disminuye su movilidad electroforética
con la reduccibn y se tifie relativamente con mis intensidad para
proteinas totales que para glicoprotefnas. Esta protefna fué la
aislada y caracterizada por nosotros y tendremos ocasibn de ha-
blar Smpliamente de ella a lo largo de esta exposicién.

Por otro lado, este sistema resuelve mucho peor los dife
rentes componentes de las bandas de glicoprotefinas de menor movl
lidad, por lo que se denominar&n GP I y GP II sin diferenciar en
a 6 b.
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FIGURA 6

Perfiles electroforéticos de las glicoprotefnas de MPPH.
a, sin reducir; b, reduccién parcial; c, reduccibén total.
Electroforesis en tamp6n Tris-glicina. Geles del 7%.

Tincibén para glicoprotefnas.



En cuanto a lo que sucede con protefinas totales, los re
sultados se muestran en la Limina III. En ella se sefiala el lu-
gar de las diferentes glicoprotefnas.

En los geles 1, 2 y 3 puede verse claramente la transfor
macién de la GP IIa en GP IIb pasando por un estado intermedio
(gel 2), donde se encuentran las dos especies.

En los geles 1', 2' y 3' se observa como la GP II aumen-
ta su movilidad electroforética con la reduccién y la GP IIIa en
cambio la disminuye.

Se observa por otra parte como la GP IIIa se tifie muy in

tensamente, al contrario de la GP IIIb que apenas lo hace.

III1.2. SOLUBILIZACION DE MPPH

I1II.2.1. Solubilizacién por detergentes

La solubilizacién de MPPH se ensay6 con los detergentes
SDS y DchNa.

Se comenz6 utilizando DchNa debido a su menor poder des
naturalizante. Para el estudio de solubilizacibn se realizaron
experimentos manteniendo constante la cantidad de protefna y va-
riando la cantidad de detergente en un rango de 0,25-5% p/v.

Una curva de solubilizacifn representando el tanto por
ciento de protefna solubilizada en funcibén de la cantidad de de-
tergente a temperatura ambiente puede verse en la Figura 7, mos-
trando un mdximo de solubilizacién del 83% para una cantidad de
DchNa del 1,5% p/v y una relaci6n de proteina/detergente de

1/7,5 (p/p). A partir de este punto no varfa el porcentaje de
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FIGURA 7

Isoterma ( 22°C) de solubilizacién de MPPH
(2 mg/ml) con DchNa.




solubilizacién, aunque se incremente la cantidad de detergente.
Por otra parte, este porcentaje tampoco varfa aunque la incuba-
cién con detergente tenga lugar durante toda la noche en lugar
de s6lo 90 minutos.

Con el fin de determinar si el DchNa solubiliza selecti-
vamente alguna glicoprotefina de membrana, se analizaron por elec
troforesis el sobrenadante y el pellet procedentes de la solubi-
lizaci6én de membranas con DchNa al 0,5% p/v.

Los resultados, mostrados en la Figur# 8, indican que se
solubilizan todas las glicoprotefnas aunque no en la misma pro-
porcién.

En la Figura 9 puede verse una curva de solubilizacién a
temperatura ambiente (22°C) con SDS. La concentracifn de las
muestras de MPPH era de 2 mg/ml de protefna, y la cantidad de
SDS oscilb entre 0,1 y 5% p/v.

Se observa un miximo de solubilizacién del 95% para una
cantidad de SDS del 3% p/v, y a partir de ese punto no aumenta
el porcentaje de solubilizacifn aunque se incremente la cantidad
de detergente. Tampoco aquf el aumento del tiempo de incubacién
de 90 min a 12 h aument§ el grado de solubilizacién.

Como era de esperar, el andlisis por SDS-PAGE de las
fracciones solubilizada y sin solubilizar no revela ninguna di-

ferencia entre ambas.

IIX.2.2. Solubilizacibn por ultrasonidos

Con objeto de eliminar en lo posible las protefnas peri-

féricas o extrinsecas y enriquecer en glicoprotefnas intrinsecas
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FIGURA 9

Isoterma (22°C) de solubilizacién de MPPH
(2 mg/ml) con SDS.



las preparaciones de MPPH, &stas se sometieron a irradiacién con
ultrasonidos. ‘

Analizando el contenido en protefnas de sedimento y sobrena-
dante de sonicacifn se observa que en todos los casos la solubi-
lizacién es del 27%+1, permaneciendo invariable la cantidad- de
material solubilizado al aumentar el tiempo de irradiaci6n de
0,5 a 10 min.

A este material solubilizado se le determin§ su conteni-
do en fosfolfpidos y se obtuvo una relacién de fosfolipido a pro
teina de aproximadamente 490 ug/mg protefna, relacifén mucho me-
nor que la obtenida para membrana completa.

Estos sobrenadantes fueron sometidos también a ultracen-
trifugacibén analftica a 40.000 y 53.000 rpm, midiéndose un coe-
ficiente de sedimentacién de 13,5 S.

Para determinar el tipo de proteinas existentes en sedi
mento y sobrenadante, las dos fracciones se analizaron por SDS-
PAGE, tifiéndose tanto para protefnas totales como para glicopro-
tefnas (Figuras 10 y 11, respectivamente).

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

En cuanto a las glicoprotefnas (Figura 11), puede obser-
varse que la solubilizaci6n es bastante selectiva, es decir, apa
rece en el sobrenadante sobre todo GP I (GP Ib), que casi llega
a desaparecer en el sedimento; en éste, 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 sonicacién:;
c,c', sedimento de sonicacibn; a,b,c, sin reducir;
a',b',c', reducidos.

Electroforesis en tampén fosfatos. Geles del 5%.
Tincién para glicoprotefnas.



Ios sedimentos de sonicacibn se examinaron por microscopfa
electrbnica y como puede verse en la L&mina IV, se observan mem-
branas rotas y deqradad&s y la casi desaparicibén de las estructu
ras vesiculares. Las vesfculas que todavia permanecen después de
la sonicaci6én de 30 seg, son de menor tamaifio que aguellas obser-

vadas en membrana no irradiada (L&mina II).

III.3. AISLAMIENTO DE LA GP IIla

III.3.1. Cromatograffa de exclusibn

Se utiliz6 este método como primera etapa en la purifica
cibén de GP IIIa para fraccionar, segfin los diferentes tamaiios mo
leculares, los sedimentos solubilizados obtenidos después de haber
sonicado las membranas.

Al comienzo del trabajo se efectub$ la seleccibn de los
geles, tamafio de columnas, etc, mds eficientes para nuestro ca-
so, lo que se describe a continuacibn.

Posteriormente se expondri el procedimiento finalmente

adoptado.

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

Se siembran entre 18-20 mg de protefna de solubilizado
de sedimentos.de sonicacién, en una columna de Sephadex G-200
(1,5x60 cm), equilibrada con tamp6n fosfatos 0,1M pH 7,2, azida
s6dica 0,02%, SDS 0,1%. Se recogen fracciones de 3 ml y se mide
su DO,g4, Obteniendo un perfil de elucibn que puede verse en la

Figura 12. Estas fracciones se analizan por SDS-PAGE (L&mina V),



q1

LAMINA IV

Microfotograffas electr6nicas de sedimentos
de sonicacién.
A (x80.000); B (x100.000).
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observdndose que existe una buena separacibén de los componentes
de bajo peso molecular; por el contrario, los componentes de gli
coproteinas apérecen 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 elucién de este fraccionamiento puede verse en la
Figura 13 y un anilisis electroforético de las distintas fraccio
nes en la Limina VI. Se observa que este gel separa mucho mejor
las diferentes glicoproteinas, apreciindose 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 decidib comenzar el fraccionamiento de
los sedimentos de sonicacién solubilizados, sobre este gel. La co-
lumna era de (1,5x60)cm y el perfil de elucibn y el an4lisis elec
troforético de las distintas fracciones se muestran en la Figura
14 y L&mina VII, respectivamente.

Como era de esperar, se obtiene una relativamente buena
separacifén de GP III de otras protefnas de m8s alto peso molecu-
lar; sin embargo, las fracciones ricas en GP III muestran bastan
te contaminacién de peso molecular m&s bajo. Estas fracciones se
concentraron a 1,5 ml y se recromatografiaron sobre una columna
de Sephadex G-150 (1x100 cm), cuyo perfil de elucibn y el an&li-

sis electroforético de las diferentes fracciones puede verse en
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la Figura 15 y L&mina VIII respectivamente, obteniendo resulta-
dos satisfactorios, pues las fracciones correspondientes a los
geles 2, 3 y 4 estdn ya bastante enriquecidos en GP III.

Con la intencifn de conocer la zona donde salen los 1lipi
dos en la columna de Sepharosa 4B, se sembraron en ésta 10 mg de
1fpidos de eritrocitos (aislados por nosotros seg@n (5)), disuel
tos en SDS, que llevaban incorporados 100 ug de pireno para su
posterior deteccibn, que se realizé midiendo la DO340 (Figura
14) . Se observa que los 1ipidos se eluyen en la zona final del
cromatograma con las fracciones de baja masa molecular, por tan-
to las fracciones ricas en GP III que posteriormente se purifica
r8n, casi no deben de llevar 1ipidos.

Al tiempo que se realizaban estos estudios de cromatogra
ffa de exclusién ya comenzaban a purificarse por cromatograffa
de afinidad las fracciones m&s enriquecidas en GP IIIa. Se pensé
entonces en emplear tampones de elucifn comunes para cromatogra-
ffa de afinidad y de exclusifn, por lo que en lo sucesivo se uti
1iz6 en ambos casos un tampSn de ClNa 0,25M, fosfatos 0,02M pH
7,2, conteniendo azida s6dica al 0,02%, y se bajé la cantidad de
sSDS al 0,05%.

Por otra parte, también se observ8 que las contaminacio-
nes que m&s influfan en la eficiencia de la purificacién de 1la
GP IIIa por cromatograffa de afinidad eran las de alto peso mole
cular. A la vista de &sto, se decidi$ finalmente realizar la com
bivaciGn de fraccionamientos por tamafio, que se describe a conti

nuacién.
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III. Sepharosa 4B combinada con Sepharosa 6B

0 Sephacryl 300

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

El perfil de elucifn a 280 nm y el andlisis de las dife-
rentes fracciones por SDS-PAGE aparece en la Figura 16 y Limina
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 I1I pero con
gran cantidad de GP II, se concentran y se vuelven a cromatogra-
fiar sobre Sepharosa 6B o sobre Sephacryl 300, siendo los resul-
tados similares en ambas cromatograffas; se utiliz6 con m&s fre-
cuencia Sephacryl 300 debido a los flujos m&s altos que se alcan
zaban con este gel.

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

cromatograffa de afinidad.

I171.3.2. Cromatograffa de afinidad

Inicialmente, la concentracifén de detergente en el tam-
p6n de elucibn en estas cromatograffas fué del 0,1%. Habiendo ne
cesidad de lavar intensamente la columna por desprenderse gran

cantidad de Con A, se pens6 en reducir la concentracién de deter
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gente al 0,05%, concentracibn a la que las muestras todavfa per-
manecfan en solucibn, y se aumentaba la eficiencia y duracién de
las columnas de Con A-Sepharosa.

La Con A-Sepharosa que se utiliz6 en las primeras etapas
era comercial, pero para evitar problemas de conservacifn y po-
der disponer de ella recién preparada en cualquier momento, se
decidib prepararla en el laboratorio. Las variaciones del gel
as{ obtenido respecto al de origen comercial son las siguientes:
a) se activ6 Sepharosa 6B en vez de 4B, y b) se disminuy6 en cin
co veces la cantidad de Con A por ml de gel (10 mg/ml en la co-
mercial, frente a 2 mg/ml en la nuestra). Preparado de este mo-
do, el gel di6 mejores resultados, observidndose que la cantidad
de Con A desprendida de la columna por lavado era menor, y‘ que
las columnas permanecfan m8s tiempo fitiles, pudiendo fraccionar-
se hasta cinco veces en la misma columna.

Por otro lado, se hicieron pruebas en cuanto a la canti-
dad mdxima de material que podia sembrarse en la columna compati
ble con una eficiencia satisfactoria (grado de retencién de
GP IIla y grado de pureza de GP IIIa una vez eluida), observ&ndo
se que dependfia del grado de purificacibén de la muestra sembra-
da, cuanto menos purifipada estaba, menos material podfa sembrar
se, ya que de otro modo aparecfan impurezas en la fraccién de
GP IIIa.

No se observaron diferencias en la capacidad de reten-
cibn al detener la elucibn de la columna una vez sembrada la
muestra, comparado con la elucibén sin interrupcibn, es decir ,

siembra seguida inmediatamente de elucién.
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La Figura 17 muestra el grado de enriquecimiento en
GP IIla de las fracciones obtenidas por cromatograffa de exclu-
si6n que se emplearon para cromatograffa de afinidad en Con A-Se
pharosa.

Un perfil de elucién tipico puede verse en la Figura 18.
En algunas ocasiones se utiliz6 para la elucién de la proteina
retenida o-MDG en vez de a-MDM, obteniendo resultados similares.

Bajo estas condiciones, los rendimientos son los siguien
tes:.se obtienen 2 mg de protefna de GP IIIa de cada 100 mg de
protefina de MPPH (segln Lowry), que a su vez proceden de 75 uni-

dades de plaquetas.

III.4. CARACTERIZACION DE LA GP IIIa

III1.4.1. Criterio de pureza y peso molecular aparente

de la GP 1IIa por SDS-PAGE

La GP IIla aislada a partir de MPPH, fué estudiada por
SDS-PAGE utilizando dos sistemas con tampones y concentracién en

acrilamida diferentes.

I1I.4.1.1. SDS-PAGE en tamp6n fosfatos y

5% de acrilamida

En estas condiciones la GP 1Ila presenta una finica banda
tifiendo tanto para protefnas totales como para glicoproteinas ,
como puede verse en la Figura 19.

Se observa también que la movilidad electroforética de

esta proteina no varfa cuando se reduce con 2-ME al 2% durante
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FIGURA 17

Perfil electroforético de una fracciin engi~
quecida en GPIII (reducida), que ser{ utili-
zada en cromatograffa de afinidad. E.ectrofo

resis en tampén fosfatos. Geles del is. Tin-
cibn para protefnas totales




to?

‘WAW-© $S U0D ©pPINTa A epTus3lal UQTDOeII ‘II {EPTUd3I8I OU uQTIddeIF ‘I
- (uo ppxg‘T) €9 esoeydes-y uo) us BIFeIHOIPWOID BT P UQTIONTP BpP 1IFIad

8T WINDIA

0JaWNU  U0IIdDY

S¢ 0c St

T e

O  WAW-¥




[16h

*saTe303 seuyejoad exed *seulajoxdoorTh exed ugroury

UQTOUTL °*$S TOp S9[99 °"so3 _’ OHD -s@Te303 seulsjoad exed ugyo
-2JS0J UQAWR] US STSIIOJOX] UT3 ‘Id °$S T9p 89T ‘so3vysol ued
-09Tz *epyonpax ‘Y °ITOoNpax ~ue] uUe S$TSSI0JOIIOSTH °*ITONPaX Uls
Uys ‘¥s °*BIIILD @®p FOV4-SAS ITIdDO ®p BODTIPIOJOIIDITS SVTTFISd
X UNIWVI 6T VaNd1d
S g

ﬁ‘-) ~ OHO

+ ﬁl\\J

ld

i e




- 105 -

3 minutos a 100°C (L&mina X).
En la Figura 20 puede verse una curva de calibracién de
movilidad relativa de protefnas estandar frente al logaritmo de
» sus pesos moleculares. A partir de esta curva se determiné un pe

so molecular aparente para la GP IIIa de 95.000.

I11.4.1.2. SDS-PAGE en tamp6én Tris~glicina y

7% de acrilamida

También en estas condiciones la GP IIla presenta una ban
da finica tifiendo tanto para protefnas totales como para glicopro
tefinas.

Mediante este sistema de electroforesis se observa que
la GP IIIa al ser reducida en condiciones iguales a las anterio-
res, disminuye su movilidad electroforética, como puede verse en
la L&mina XI.

Segfin la curva de calibracién mostrada en la Figura 21,
se determina un peso molecular para la GP IIIa sin reducir de

95.000 y de 110.000 para la especie reducida.

III.4.2. Composicifén quimica

La GP IIIa previamente dializada frente a agua, se analil
26 para determinar su contenido en amino&cidos, azflicares y f6sfo
ro. También se determiné la cantidad de SDS que afin permanecia
ligado a la glicoprotefina después de 3 semanas de didlisis.

Los resultados de estos anilisis pueden verse en la Ta-

bla III.




peso molecular x 103

200

100
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106

1 1

1 2
movilidad relativa

FIGURA 290

Representacién grifica del logaritmo de los

pesos moleculares de protefnas estandar ,

frente a su movilidad relativa en SDS-PAGE,

en un medio de tampén fosfatos y geles del 5%.

1, BSA, trimero; 2, BSA, dfmero:; 3, BSA, mond
mero; 4, ovoalbfimina; a, GPIIIa.
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TABLA IIX

COMPOSICION DE AMINOACIDOS Y AZUCARES DE LA GP IIIa

Composicifén de aminoicidos 2 Composicién de azfcares
minotcido  cESlEmo b s JEOEL
Ac. Aspartico 14,7 10,5 Manosa® 10,6
‘Treonina 7,4 5,3 Galactosa® 6,1
Serina 10,8 7,7 Glucosa® 12,2
Ac. Glutdmico 13,2 9,4 Hexosaminas 4,6
Prolina 5,5 3,9 NANA - n.d.
Glicina 9,3 6,6
Alanina 7 5
Cistefna 7,7 5,5
Valina 7 5
Metionina 2,3 4,4
Leucina 10,7 7,7
Tirosina 3,7 2,7
Tripthanob 1 0,7
feﬁilalanina 4,1 2,9
Histidina 1,5 1,1
Lisina 7,6 5,5
Amoniaco 14,7 10,5
Arginina 5,2 3,7

a - Valores promedio de 5 andlisis de dos preparaciones
diferentes de GP IIla.
b - Determinacién espectrofotométrica.
c - Valores promedio de 6 andlisis de 3 preparaciones
diferentes de GP IIIa.
nd - No detectado.
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I11.4.2.1. Composicibén de amino&cidos

Como puede verse en la Tabla III, en este glicoprotefna
es de destacar el predominio de residuos 4cidos (20%) frente al
de b&sicos y el alto contenido en cistefna (5,5%). También se
observa que se trata de una protefna de alta polaridad.

Se determind un coeficiente de correccibén para transfor-
mar las concentraciones de protefna de glicoprotefna, determina-
das mediante el método de Lowry, en concentraciones segGn andli-
_8is de amino4cidos. Este coeficiente de correccibén resulté ser

1,11.
111.4.2.2. Composicibén de azficares

Por cromatograffa gaseosa se determiné el contenido en
hexosas individuales de la GP IIIa. El contenido de cada azucar
por ug de protefna (seg@n Lowry) fué de: manosa 0,14 ug, galac-
tosa 0,08 ug y glucosa 0,16 ug.

El contenido en hexosaminas se determin6 colorimétrica-
mente y fué de 0,06 ng/ug proteina (Lowry).

No se detect6 la presencia de &cido siflico.

A la vista de estos resultados se obtiene una relacién
entre los diferentes azlcares de: Man:Gal:Glc:Hexosaminas:NANA

2,3:1,3:2,7:1:0.
111.4.2.3. Contenido en f6sforo y SDS ligado

No se detect6 la presencia de f6sforo y la cantidad de

SDS que permanecfa ligado a la protefna fué de 0,02-0,03 ug/ug
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TABLA III

COMPOSICION DE AMINOACIDOS Y AZUCARES DE LA GP IlIa

Composicién de amino&cidos a

Composicifn de azlcares

Aminodcido resfetiidmfano restduo Azucar res!.et:iduo ano
Ac. Asp8rtico 14,7 10,5 Manosa® 10,6
’Treonina 7,4 5,3 Galactosa® 6,1
Serina 10,8 7,7 Glucosa® 12,2
Ac. Glut&mico 13,2 9,4 Hexosaminas 4,6
Prolina 5,5 3,9 NANA - n.d.
Glicina 9,3 6,6

Alanina 7 5

Cistefna 7.7 5,5

Valina 7 5

Metionina 2,3 4,4

Leucina 10,7 1,7

Tirosina 3,7 2,7

Triptéfanob 1 0,7

feﬂilalanina 4,1 2,9

Histidina 1,5 1,1

Lisina 7,6 5,5

Amoniaco 14,7 10,5

Arginina 5.2 3,7

a - Valores promedio de 5 anflisis de dos preparaciores
diferentes de GP IIla.

b - Determinacién espectrofotométrica.

c - Valores promedio de 6 anilisis de 3 preparaciones
diferentes de GP IIIa.

nd -

No detectado.
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I11.4.2.1. Composicién de amino&cidos

Como puede verse en la Tabla III, en este glicoprotefna
es de destacar el predominio de residuos &cidos (20%) frente al
de bdsicos y el alto contenido en cistefna (5,5%). También se
observa que se trata de una protefna de alta polaridad.

Se determiné un coeficiente de correccibén para transfor-
mar las concentraciones de protefna de glicoprotefna, determina-
das mediante el método de Lowry, en concentraciones seg@n an§li-

_ sis de amino&cidos. Este coeficiente de correccibn resulté ser

1,11.
II11.4.2.2. Composicién de azficares

Por cromatograffa gaseosa se determiné el contenido en
hexosas individuales de la GP IIIa. El contenido de cada azucar
por ug de protefna (segGn Lowry) fué de: manosa 0,14 ug, galac-
tosa 0,08 ug y glucosa 0,16 ug.

El contenido en hexosaminas se determiné colorimétrica-
mente y fué de 0,06 pg/ug protefna (Lowry).

No se detect6 la presencia de &cido sidlico.

A la vista de estos resultados se obtiene una relacién
entre los diferentes azficares de: Man:Gal:Glc:Hexosaminas:NANA

2,3:1,3:2,7:1:0.
II1.4.2.3. Contenido en f6sforo y SDS ligado

No se detect6 la presencia de f6sforo y la cantidad de

SDS que permanecfa ligado a la protefna fué de 0,02-0,03 ug/ung
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proteina (Lowry).
IXT1.4.2.4. Composicibn centesimal

A la vista de los resultados mencionados anteriormente
obtenemos una composicifn centesimal de la GP IIla de 72% de pro

teina, 24,5% de hexosas y 3,5% de hexosaminas.

1I1.4.3. Volumen especifico parcial de la GP IIla

Segfin la composicibén de aminodcidos de la GP IIla y apli
cando la f6rmula vista en 11.6.5., se obtiene un Vp para la par-
te protefca de 0,722 ml.g—l, y considerando la composicifn cente
simal de la GP IIIa de 72% protefna, 24,5% hexosas y 3,5% hexosa

minas, obtenemos un Vp para la glicoprotefna de 0,693 nd.g—l.

III.4.4. Identificaci6n de la glicoprotefna aislada

como la GP IIIa de MPPH

Comparando la movilidad electroforética de la glicopror
tefna aislada, tanto reducida como sin reducir, con la de 1las
protefnas de la membrana completa en iguales condiciones, se
identifica a esta glicoprotefna con la GP IIIla.

Esta GP IIla migra, en condiciones de no reduccibn, en
la posicifén de la glicoproteina de mayor movilidad electroforéti
ca y bajo ciertas condiciones (tamp6n Tris-glicina, acrilamida
al 7%), se observa que se tifie muy intensamente tanto para pro-
teinas totales, como para glicoprotefnas, al contrario de la gli
coprotefna denominada GP IIlb que casi no se tifie para protefnas

totales.
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Todo &sto se ve muy bien reflejado en la Figura 22 y Lé&-
mina XII.
Esta GP IIIa también se relaciona a la fraccién de GP III

ausente en pacientes con trombastenia de Glanzmann (6).

I11.4.5. Espectrofotometrfa de absorcifn y emisifn de cro-

m6foros intrinsecos. Determinacibén del coeficien-

te de extincifn aparente a 280 nm en SDS al 0,1%

Aunque al dializar exhaustivamente frente a agua mues-
tras de GP IIIa en SDS la glicoprotefina se encuentra aparentemen
te en solucién, la luz dispersa es tan grande que apenas es ob-
servable un m&ximo a 280 nm.

En la Figura 23 se recoge el espectro de absorcibén de la
GP IIIa en SDS al 0,1%. Se observa un mé&ximo a 280 nm tfpico de
proteinas.

En la Figura 24 puede verse una recta de calibrado de ab
sorcién a 280 nm, de soluciones de GP IIIa en SDS al 0,1%, fren-
te a su concentracién en protefna medida por el mé&todo de Lowry.

_1 -
.80 = 16,1 dl.g tank

A partir de esta recta puede determinarse un €
Si el contenido en protefnas por el método de Lowry lo transfor-
mamoé en contenido en protefnas segfin anflisis de amino&cidos ,
obtenemos un €,q0 = 14,4 dl.g-l.cm_l.

En la Figura 25 se recoge el espectro de emisién de fluo
rescencia de la GP IIIa para una longitud de onda de excitacién

de 280 nm. Se aprecia un m&ximo a 340 nm tfpico de protefnas que;.
ST

V!
contienen tript6fano. También en la Figura 25 se muestra el

pectro de excitacifén para una longitud de onda de emisiﬁé

z
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FIGURA 23

Espectro de absorcién de GPIIIa en
tampén fosfatos 10 mM. 0,1% SDS.
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FIGURA 24

Absorcifén a 280 nm de GPIIIa en tamp6n fosfatos 10 mM
0,1% SDS, frente a concentraciones en protefnas
(Lowry) .
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340 nm. Se observa un m&ximo tipico tambi&n a 280 nm.

I11.4.6. Estudios de ultracentrifugaci6n analftica

Se han realizado experimentos de sedimentacibén de la gli
coprotefna aislada, a diferentes concentraciones del detergente
sDS (0,05-1%), diferentes tampones, diferente estado de reduc-
cibén de la muestra, y a concentraciones bajas de glicoprotefna
(entre 0,06 y 0,3 mg protefna (Lowry)/ml).

Los resultados obtenidos por velocidad de sedimentacién
no concuerdan con el comportamiento electrofor&tico de la espe-
cie aislada. A pesar de las pequeiias variaciones entre los dife-
rentes experimentos, dependientes de las variaciones de las con-
diciones experimentales,un comportamiento estandar y repetitivo
es el de la existencia de m&s de una especie. Una que llamaremos
especie r&pida con un 8. = 4,1 s ¥0,2 y que representa el 71314
del total, y una especie(s) lenta(s) que a veces no llega a sepa

rarse del menisco y que tiene un s = 1,6 St0,2.

c(promedio)

Las pequeiias variaciones de los 8¢ 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 sedimentacién de la misma GP
I1Ta dializada frente a SDS al 0,05 y 1%. Se observa que la pro-

porcién del componente lento incrementa de un 27% en SDS al 0,05%

a un 36% en condiciones de SDS al 1%.



ne

S =

i ~-' |
i g {
_Hdr ! i F
e | i e
1~J !
[AJ } FJI JJ JJ
FIGURA 26

Perfiles de velocidad de sedimentacién de 1la

GP IIIa en A.- 0,05% de SDS, a los 41 min de

sedimentacién. B.- 1% de SDS, a los 38 min de
sedimentacién.
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IV.l.- CARACTERISTICAS DEL SISTEMA MPPH UTILIZADO.

GLICOPROTEINAS

Aunque una preparacifén 6ptima de membranas plasméticas
deberia contener toda la membrana plasmitica de la cé&lula en su
estado original, es decir, sin que ésta hubiera sufrido cambios,
y también sin contaminaciones con membranas de orginulos celula-
res, en el caso de la plaqueta ésto es particularmente diffcil,
debido a sus propiedades Gnicas de proceder de la fragmentacién
del megacariocito y de poseer abundantes invaginaciones profun-
das, formando el sistema canalicular conectado a superficie.

En el curso de las investigaciones realizadas con este
sistema se ensayaron diversos métodos de rotura celular (1, 2)
como son: lisis osm6tica simple, homogeneizacién mecdnica, des-
compresifn, etc. Ninguno de estos métodos resulté enteramente sa
tisfactorio en cuanto a proporcionar poblaciones de membrana plas
m&tica 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 resulté
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 tamaifio relativamente grande,

'enére 0,7y 1,75 uym, de las vesIcuias que forman los segmentos

de fragmentaci6n de membranas (2). Su desventaja estd en que tam
bién se rompen elementos subcelulares, tales como gr&nulos, libe
r&ndose al soluble entre el 30 y el 40% de los enzimas lisosoma-
les.

Otras técnicas tales como descompresifén con nitrégeno y
sonicacién durante perfodos de tiempo cortos, tienen la ventaja
de causar menor destruccién de grdnulos, sin embargo el tamafio
de las vesfculas que forman los fragmentos de membranas son muy
pequenos, entre 0,03 y 0,3 um (2).

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

El nmero y clasificacién de las glicoprotefnas indivi-
duales de la membrana plaquetaria es todavia materia de investi-
gacifn en varios laboratorios, y ninguna nomenclatura debe consi

derarse definitiva hasta que las diferentes especies de glicopro
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tefnas sean aisladas y.caracterizadas.

En este trabajo se han utilizado dos condiciones de SDS-
PAGE que han permitido identificar seis glicoprotefnas denomina-
das GP Ia, GP Ib, GP IIa, GP IIb, GP IIla y GP IIIb, interes&ndg
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 glicoprotefnas GP Ia y GP Ib como
dos glicoprotefnas que migran juntas al ser reducidas (permane-
ciendo la GP Ib en el lugar original y la GP Ia aumentando su mo
vilidad electroforética) también lo observan George (5) y Clemég
son et al (6). Nurden y Caen (7) no mencionan este hecho, aunque
en sus perfiles electroforé&ticos se observa con la reduccibén una
variacién de posici6én de la banda que denominan GP Ib, y también
en estado de no reduccién una pequeina banda entre su GP Ib y su
GP IIb que corresponderfa 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 glicoprotefnas GP Ia y GP Ib,
no concuerdan con los nuestros ni con los encontrados en (5, 6,
7), pues estos autores encuentran que la especie GP Ia incremen-
ta su peso molecular con la reduccibn.

Que las especies GP IIa y GP IIb son la misma glicopro-
teina en estado diferente de reduccién también se sugiere en
(5, 6).

Clemetson et al (6) encuentran que en la zona de la GP
ITa migra otra glicoprotefna que no varfa su posicibn con la re-

duccibn y que tiene afinidad por APA pero no por LCA, al contra-
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rio que la GP Ila propiamente dicha que varfa de posic$n con la
reduccién y que tiene gran afinidad por LCA.

Nosotros hemos encontrado en algunas ocasiones (Figura 8)
que después de haber reducido la MPPH, permanece una pquefia ban
da en la posici6én de la GP IIa (sin reducir), no sabiedo si es
debido a que la reduccién no ha sido total o que en redidad se
trate de esta fracci6n de GP II con afinidad por APA dsecrita en
(6). Si esto Giltimo fuese lo correcto, en las ocasionesdonde no
se pone de manifiesto serfa porque queda englobada en X banda
de GP IIb.

Lo que no se detect6 fué otra glicoprotefna minritaria
denominada GP IIc por George (5) y que se caracteriza pr migrar
entre las glicoproteinas GP II y GP IITI y no variar ‘e posi-
cibén con la reduccibn. Esta glicoprotefna tampoco fué 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 manifisto, en-
contr&ndonos con las glicoproteinas GP IIla y GP IIIb.

Los primeros en notar este hecho fueron Clemetsn et al
(6), en su trabajo utilizando lectinas. Hoy también est8 auto-
res, junto con Nurden (7) y‘George (5), ven que la GP Ii en con
diciones de no reduccién se tifie intensamente para protgnas y
carbohidratos. Bajo condiciones fuertemente reductoras juytili-
zando un sistema de SDS—PAGﬁ adecuado, se hacen visiblesdos com
ponentes: uno que se tifie mucho para protefnas y azficarg y dis-
minuye su movilidad electroforética y que denominaremos;p IIIa,

y otro que no varfa su posicién, se tifie mucho para carbhidra-
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tos y apmas se tifie para protefnas totales que denominaremos
GP IIIb.Esta GP IIIb es seguramente la misma glicoprotefna que
Phillipsy P. Agin (8) y Okumura y Jamieson (9) denominan GP IV.

(omo puede observarse, los resultados se van unificando,
sobre toio en cuanto a las glicoprotefnas mayoritarias se refie-
re. Seri: interesante, sin embargo, que en los diferentes labora
torios st adoptasen condiciones de trabajo similares para mayor
facilidai a la hora de comparar resultados.

In 1o que sf se observan diferencias es en la relaci6n
de intemidad de unas glicoproteinas respecto a otras.

In nuestras investigaciones observamos que la GP I mues-
tra una ntensidad menor respecto al resto de las glicoprotefnas
que la qie presenta en los perfiles electroforé&ticos en (5, 9),
y adem8s que varfa algo de unos fraccionamientos a otros. Esto
podrfa sir debido a que casi siempre trabajamos con plaquetas de
3 a 7 diis, ya que existen evidencias (10) de que la GP I des-
ciende micho en plaquetas almacenadas, al igual, aungue en mucho
menor grido, que la GP III, no observindose diferencias en el
contenid de GP II. Como en (10) se utilizan unas condiciones de
electrofiresis en las que no se separan la GP IIIa de la GP IIIb,
no sabems cbmo estas dos especies descienden con el tiempo de

almatenasiento.

IV.2. SO,UBILIZACION DE MPPH Y FRACCIONAMIENTO DE LOS COMPONEN-

TE! SOLUBILIZADOS. AISLAMIENTO DE LA GP IIIa

;a primera etapa para la purificacién de una protefna de

membrana es su liberaci6én de ésta en forma soluble.
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El problema puede comenzar a resolverse utilizando técni
cas empleadas en sistemas acuosos y que en nuestro caso seraq
Gtiles para la liberacién de las protefnas periféricas. Hay evi-
dencias de que pueden ser solubilizadas cantidades apreciables
de protefnas de membrana utilizando condiciones que impliquen
fuerza i6nica alta (11) o baja (12), agentes quelantes (13), agua
destilada (14), sonicacién (15, 16, 17, 18), etc.

As! en el presente trabajo, irradiando con ultrasonidos
durante perfodos muy cortos de tiempo, pudo observarse la solubi
lizaci6n de un 27% del material protefco de la membrana, y ade-
m&s se observ6 mediante andlisis electrofor&tico del sobrenadan-
te, la selectividad con la gque la GP Ib se libera de la membra-
na, quedando el sedimento casi ausente de esta glicoprotefna. Esta

- liberacién tan f&cil de la GP I, evidencia de nuevo su naturale-
za de protefna extrinseca de MPPH, demostrada también por su susg
ceptibilidad a proteasas (19).

El anilisis electroforético de este sobrenadante de soni
cacién también revel6 la liberacibn de gran cantidad de actina,
aunque esta protefna sequfa estando presente en la fraccién sin
solubilizar. Esto estd muy de acuerdo con las observacionés de
Podolsak (20), que sugiere que la actina esti presente en dos
formas de asociacibén con la membrana denominadas una "protefna
asociada", la que se libera ficilmente, y otra "protefna inte-
gral”, la que permanece, jugando esta filtima un papel como punto
de anclaje para el sistema contrdctil citoplasmético.

Ahora bien, este sobrenadante de sonicacifn no estaba

constituido solamente de protefnas solubles, pues los anilisis
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de f6sforo indican su presencia, lo que supone la existencia bien
de fragmentos pequefios de membrana que no sedimentan, o comple-
jos lipoproteicos, muy frecuentes por otra parte en la solubili-
zacién por ultrasonidos (21). Este sobrenadante de sonicacidn no
fué utilizado en nuestros posteriores estudios, sino que se uti-
1iz56 el sedimento, debido al gran enriquecimiento en el resto de las
glicoprotefnas.

Ahora bien, para solubilizar las protefnas restantes, muy
ligadas a la matriz lipfdica de la membrana (protefnas integra-
les), es necesario el uso de detergentes, sales biliares o sol-
ventes orgédnicos.

Se sabe que los detergentes suaves pueden conducir a so-
lubilizaciones especf{ficas de componentes de membrana, debido a
que solubilizan grandes conjuntos de protefnas de membrana gque
estd&n unidas entre ellas por interacciones protefna-protefna. En
nuestro caso solubilizando con 0,5% de DchNa, esto no surtié 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.

Aungque solubilizando la membrana con sales biliares pue-
de retenerse en ocasiones la actividad biol6gica, propiedad muy
utilizada sobre todo en el campo de la mitocondria (21, 22), noso
trés decidimos realizar todo el proceso de solubilizacién y frac
cionamiento con el detergente SDS debido a su mayor poder de so-
lubiiizacidn y a enfocar nuestro trabajo con la GP I1Ia desde el
punto de vista estructural. C&mo se ve en la Figura 9, con el SDS

se llegan a solubilizar hasta un 95% de las protefnas de la mem-
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brana para una relacién protefna:detergente de 1:10.

Por todo lo anteriormente citado se comprende la ventaja
de una primera sonicacién para eliminar protefinas extrinsecas ,
seguida de solubilizacién del material residual con SDS.

En la presente investigacifén las protefnas de los sedimentos
de .sonicacién de MPPH solubilizados, se han fraccionado por cro-
matograffa de exclusibn y no se han encontrado comportamientos
an6malos de las protefnas a fraccionar, pues estas eluyen gra-
dualmente conforme a sus pesos moleculares, como podfa comprobar
se posteriormente por SDS-PAGE.

Ahora bien, la cromatograffa de exclusi6n tiene la venta
ja de poder fraccionar grandes cantidades de proteina, pero tie-
ne relativamente poca resolucién a la hora de purificar un compo
nente concreto, por lo que en un sistema tan complejo como el que
manejamos es 16gico suponer la imposibilidad de obtener un compo
nente completamente purificado utilizando un método que s6lo nos
separe por tamano, de ahf la necesidad de la utilizacibén de téc-
nicas complementarias.

En los Gltimos afios el aislamiento de glicoprotefnas ha
sido facilitado considerablemente por el uso de cromatografia de
afinidad utilizando lectinas (23, 24, 25, ...).

Ya Nachman et al (26) utilizando Con A-Sepharosa en me-
dio acuoso, habfan purificado parcialmente la glicoprotefna de
MPPH que m8s se marcaba con 1251, mediante iodacibén catalizada
por lactoperoxidasa. Esta glicoprotefna tenfa un peso molecular
aproximado de 100.000 y pqdrIa corresponderse con la GP III.

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

También observamos que habfa que lavar abundantemente la
columna previamente al paso de la muestra, pues sino aparecfan
contaminaciones de Con A con el material retenido. Esto es debi-
do a que la mayorfa de las lectinas, inclufda la Con A, son pro-
tefnas formadas por subunidades unidas entre s{ por uniones no
covaientes, Yy que se disocign por efecto del SDS, perﬁaneciendo
unida a la columna solamente la subunidad acoplada directamente
a la Sepharosa (29).

En alguna ocasifén hemos encontrado, aunque el fenSmeno
no se cuantific6é, bajas recuperaciones de GP IIla al eluir con
el azucar, hecho que parece suceder con frecuencia en cromatogra
ffa de afinidad (30, 31), y aunque algunos autores lo relacionan
a una pérdida de eficacia de las lectinas debido a su desnatura-
lizaci6n por el detergente (27, 28), se ha observado que en nues
tro caso no se debe a ésto pues analizando por SDS-PAGE la frac-
cibén no retenida, en ella no aparece la GP IIla. Tampoco serfa
debido a una baja concentracifn de azucar en la elucién (5% a-MDM
6 5% a-MDG), pues se hicieron pruebas de posteriormente a haber
eluido con 5% a-MDM, eluir con otro tamp6n hasta cinco veces més
concentrado en azucar, no desprendiéndose m&s GP IIIa.

Pensamos por tanto que este fenSmeno debe estar ocasiona

do por interacciones no especificas de la GP IIIa con la Con A ,
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y que no pueden romperse por tratamiento con el azucarxdecuaﬂo
(32) . Hay datos de que la Con A acoplada a columnas de :finidad
puede unir proteinas debido a interacciones de tipo hidof6bico
(33).

En cromatograffa de afinidad, un punto a tener :n 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 lictina in
movilizada mientras que las de baja afinidad pasan a tnvés de
la columna. Nuestra experiencia demostr6 que para nuesto siste-
ma esto no resultaba correcto pues observamos que al apicar a
la columna mucha cantidad de muestra la GP IIIa retenid apare-
cfa con contaminaciones, y no precisamente de glicoprotinas. Si
por el contrario se aplicaba menos material aparecfa copletamen
te purificada. También se observ6 que si el material copuesto
por GP IIla y contaminaciones polipeptfdicas se dializaa para
eliminar el azucar y se volvia a cromatografiar sobre 1t misma
columna, la GP III retenida aparecfa completamente puri‘icada,
apareciendo en la fraccifn no retenida el material que casiona-

ba la contaminacién.
IV.3. COMPOSICION QUIMICA Y TAMARO DE LA GP IIla

Como se observd en la Tabla III, las caracterfs‘icas
m&s notables de la GP IIIa en cuanto a su composicifén e amino&-
cidos se refiere, es la de ser una protefna Acida (20% @ resi-
duos &cidos frente a un 10% de residuos bdsicos) y tene:! un alto

contenido en cistefna y amino4cidos polares, no pudiend¢, por
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tanto, ser considerada esta glicoprotefna como de baja polari-
dad (35).

Respecto al contenido en azficares se observa un alto con
tenido en hexosas frente al de hexosaminas y la no deteccién de
dcido sidlico. Esta ausencia de &cido siflico en la zona de mi-
gracién de esta glicoprotefna (banda GP III), habfa sido puesta
ya en evidencia previamente por métodos diferentes (19, 36) y ex
plica la falta de afinidad de esta glicoprotefna por WGA, lecti~
na por la que tiene gran afinidad la GP I a la que se asocia la
casi totalidad del dcido siflico presente en las glicoprotefnas
plaquetarias (19, 36).

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

Lo que m4s destaca de su composicién de azGcares es el
contenido tan elevado en glucosa, pues hasta hace algunos afios
se dudaba de la presencia de esta hexosa en glicoprotefnas anima
les. Hoy se sabe que existe abundantemente por ejemplo en las en
zimas sacarasa isomaltasa de intestino de conejo (37) y en oligo
aminopeptidasas (formas F y S) de intestino de rata (38) entre
otras. También Spiro et al (39, 40), observaron que la glucosa
es un componente de glicoprotefnas- de'varias preparaciones de
membranas de tiroides. Por tanto, vemos que estructuras conte-
niendo glucosa pueden ser posibles, aunque por ahora se ha encon
trado en un ntmero reducido de glicoprotefnas.

Recientemente Narasimhan et al (41) propusieron unas es-

tructuras de glicopéptidos en funcién de los perfiles de elucién
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que presentan estos glicopéptidos al ser sometidos a cromatogra-
ffa de afinidad sobre Con A-Sepharosa. El perfil de elucién que

presenta la GP IIIa, es el caracterfstico de un glicopéptido que
se una muy fuertemente a la Con A, con una estructura del azucar

del tipo siguiente:

R-B1,2-Man-al,3
Man-81, 4-GlcNac-GlcNac-Asn-péptido
Man-al, 6

Ahora bien, este tipo de estructura para el azucar de la
GP IIla responsable de la afinidad a Con A debe de considerarse
solamente una aproximacién, debido a que existen diferencias en
el comportamiento de afinidad de los glicopéptidos respecto a
las glicoprotefnas originales por la influencia de la parte pro-
tefca en estas filtimas, y requiere confirmacién experimental.

Comparando la glicoprotefna aislada por nosotros con la
otra glicoprotefna de MPPH hasta ahora aislada, la gliéocalicina
(42), se observa que la GP IIla posee la mitad de azucar que la
glicocalicina, Yy no posee écido siflico y una pequena proporcién
de hexosaminas y galactosa. En la glicocalicina en cambio, ho se
detecta cistefna y los amino&cidos &cidos y b&sicos est&n en
igual proporcién, contrariamente a lo quevse encontrb en 1la
GP IIla.

Uno de los principales problemas en los estudios de gli-
coprpte[nas de membrana ha sido la determinacibn de pesos molecu
lares correctos. El método mds ampliamente utilizado para esta

determinacién ha sido el de SDS-PAGE, pero para que el peso mole
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cular determinado por esta técnica sea correcto, es necesario
que la cantidad de SDS unido por gramo de protefna sea igual tan
to para la glicoprotefna en cuestifn como para las protefnas es-
tandar utilizadas. Se sabe que la unifn de detergentes a protef-
nas de membrana intrinsecas es frecuentemente an6malo (43, 44) y
adem&s las glicoproteinas presentan problemas especiales debido
a que la presencia de grandes cantidades de carbohidrato puede
afectar a la unién de detergente y al .comportamiento hidrodinémi
co del complejo proteina-detergente.

Asf Grefrath y Reynolds (45), estudiando la principal
glicoprotefna de la membrana de eritrocito, encuentran una unién
de SDS completamente an6mala observando que el nivel de satura-
cién de SDS por la glicoprotefna estarfa entre 2,5 y 3,4 g de SDS
por g de glicoprotefna. Si ademas consideramos que esta glicopro
teina posee un 55% de azucar, resulta que se ligan de 5 a 7.g de
SDS por g de protefna, si el detergente est& unido solamente a
la parte protefca. Las proteinas solubles en agua se considera
que unen 1,4 g de SDS por g de protefina (46).

A pesar de todas estas posibles fuentes de error los ex-
periﬁentos de electroforesis en gel se usan con muchfsima fre-
cuencia para la determinaci6n del peso molecular.

Para la determinacién del peso molecular de la protefna
que nos ocupa, la GP IIIa, hemos utilizado dos condiciones dife-
rentes de SDS-PAGE y observamos que én condiciones de no reduc-
cién el peso molecular aparente de la GP IIIa no varfa con la
concentraci6n de acrilamida utilizada (5 y 7%), siendo éste de

95.000. En condiciones de reduccibén, sin embargo, la movilidad
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IV.4. HACIA UN POSIBLE MODO DE INSERCION Y UNA PROBABLE FUNCION

DE LA GP IIIa EN LA MPPH

Nuestras experiencias a lo largo del presente trabajo
nos sugieren que la GP IIla es una protefna integral de membrana
unida hidrof6bicamente a la bicapa lipfdica, pues permanece aso-
ciada a la membrana al ser sonicada ésta, y requiere para su so-
lubilizacién en agﬁa el uso de detergentes. Ahora bien, su alto
contenido en amino&cidos polares nos indicarfa que una gran par-
te de esta protefna, se encuentra fuera de la bicapa lipfdica.

Se han realizadec diversos estudios con plaqueta completa
y MPPH encaminados a definir la localizacién de las diversas pro
tefnas y glicoprotefnas en la membrana, en los que la metoéolo-
gfa empleada se basa en el uso de pruebas que modifican a 1las
protefnas de la superficie celular. Los resultados con estas prue
' bas se toman como vilidos s{ se cumplen los requisitos siguien-
tes: a, que el procedimiento de modificacién no altere la super-
ficie de la membrana; b, que las protefnas tengan la misma orien
tacibén en cada una de las preparaciones que se comparen, y C,
que la membrana sea impermeable a la prueba.

Aunque no es f&cil 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 IIIa estd muy accesible en la superffcie exter-
na de la cé&lula (5, 9, 51).

Como ya hemos visto (7), la ausencia de GP IIb y GP IIIa

en plaquetas trombasténicas hace pensar que estas glicoprotefnas
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estén relacionadas con la agregacién plaquetaria inducida por
ADP. Igualmente la induccibén en plaquetas normales de un compor-
tamiento anémalo similar al de plaquetas trombasténicas por el
suer6 de un paciente con trombastenia de Glanzmann politransfun-
dido ‘con concentrados de plaquetas normales, también hace pensar
que los antfgenos correspondientes que son bloqueados por los an
ticuerpos de este suero estdn relacionados con la agregacién pla
quetaria y muy posiblemente se pueden identificar, aunque no es-
ts demostrado todavfa, con las GP IIb y GP IIIa.

Ahora bien, esta participacibén de la GP IIlIa en los fend
menos moleculares de agregaci6én inducida por ADP habrfa que loca
lizarla en etapas posteriores al reconocimiento y uni6én de ADP
por la membrana, debido a que las plagquetas trombasté&nicas unen
cantidades normales de ADP (52), y responden a este estimulo con
cambios de forma también normales (53). El defecto por tanto pa-
rece estar en la formacibén de fuerzas de unién necesarias para
la formacién fiﬂal de agregados.

Firkin et al (54) estudiaron la interaccibén de plaquetas
normales y trombasténicas con Con A, tras tratamiento con formol
durante 24 h, consiguiendo asi plaquetas metab8licamente inacti-
vas, de tal forma que las reacciones que se sucedieran serfan de
pendientes Gnicamente de la interaccién de la lectina con la su-
perficie celular y no influirfa 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 adem&s 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 patol6gicas del re-
ceptor para la Con A, que nosotros postulamoé puede ser la GP
IIIa.

Esta ausencia de aglutinacién originada por la ausencia
de un receptor nos inducirfa a pensar que "in vivo", un papel po
sible para la GP IIIa dentro del mecanismo de agregacibén serfa
el de formar parte de un sistema end6geno lectina-receptor.

Adem&s se sabe que las plaquetas poseen actividad lectf-
nica (55), y si las plaquetas se pueden aglutinar por la accifn
de un extracto de estas mismas células, es 16gico pensar en la
existencia de un receptor para la lectina éndégena, disponible
sobre la superffcie de la membrana plasmdtica de plagquetas in-
tactas.

Esto podrfa sugerirnos la posibilidad de que la agrega-
cibn plaqueta-plaqueta durante el proceso fisiolb6gico de forma—
cién del coigulo pueda estar mediada por una interaccifn lecti-
na-receptor, y que la ausencia de este receptor sea el que oca-
sione la falta de agregacibn en plaquetas patolBgicas.

Otra posible funcién para la GP IIIa sugerida en (7) ,
era la de considerar a la GP 1IIla como el lugar de unién de la
actina sobre la cara interna de la membrana, jugando asf{ un pa-
pel en la contraccibén plaquetaria. Esto se basa en la suposicién
de Gerrard et al (56) de que las plaguetas trombasténicas son de
ficientes en a-actinina y sugieren la similitud entre GP IIla y
a-actinina.

Como vimos en la introduccibn, tanto los contactos super

ffcie de plaqueta-fibrina, como plaqueta-plaqueta, son los pun-
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tos de arrastre que permiten al sistema de contraccibén plaqueta-
rio efectuar la retraccibén del tap6n hemostdtico. En este senti-
do, si postulamos que la GP IIIa estd implicada en estos puntos
de unibén plaqueta-plaqueta, tambi&n lo estari en el mecanismo de
contraccién del coigulo, lo que también se sugiere por el defec-
to en la retracci6n del cofgulo en la trombastenia de Glanzmann.
Por Gltimo, si postulamos que el mecanismo de agregacién
se basa en una Gnica unidad de control de funcién, puesta en mar
cha por los distintos efectores de agregacifén actuando sobre dis
tintas unidades especificas de reconocimiento, cabrfa esperar :
a) que las GP I1b y GP IIIa estuviesen estructuralmente préxi-
mas, pues permanecerfan a la misma unidad de control de funcibn;
b) que el receptor de ristocetina, probablemente GC y GP Ib, tam
bién deberfa de estar relacionado con la unidad de control de
agregacifn, ya que su activacién pone en marcha a esta unidad, y
su ausencia, por ejemplo en las plaquetas gigantes tipo Bernard
Soulier, lleva consigo la falta de agregacién por ristocetina, y
c) que el resto de las unidades especificas de reconocimiento de
efectores de agregaci6n tambié&n deben de estar espacial o tempo-
ralmente relacionadas con esta unidad de control de funcibn agre

gante.



- 140 -

IV.5. BIBLIOGRAFIA

(1) BARBER, A.J., PEPPER, D.S. y JAMIESON, G.A. (1971)
Thrombos. Diathes. Haemorrh. 26, 38.
(2) sixMa, J.J. y LIPS, J.P.M. (1978)
Thrombos. Haemostas. 39, 328.
(3) BARBER, A.J. y JAMIESON, G.A. (1970)
J. Biol. Chem. 245, 6357.
(4) TAYLOR, D.G. y CRAWFORD, N. (1974)
FEBS Let. 41, 317.
(5) GEORGE, J.N. (1978)
J. Lab. Clin. Med. 92, 430.
(6) CLEMETSON, K.J., PFUELLER, S.L., LUSCHER, E.F. y
JENKINS, CH.S.P, (1977)
Biochim. Biophys. Acta 464, 493.
(7) NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1979)
Seminars Hematol. 16, 234.
(8) PHILLIPS, D.R. y POH AGIN, P. (1977)
J. Biol. Chem. 252, 2121.
(9) OKUMURA, T. y JAMIESON, G.A. (1976)
J. Biol. Chem. 251, 5944.
(10) GEORGE, J.N. (1976)
Thromb. Res. 8, 719.
(11) ROSENBERG, S. y GUIDOTTI, G. (1969)
J. Biol. Chem. 244, 5118.
(12) SCHNEBLI, H.P. y ABRAMS, A. (1970)

J. Biol. Chem. 245, 1115.



(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)°

(24)

- 141 -

MARCHESI, S.L., STEERS, E., MARCHESI, V.T. y
TILLACK, T.W. (1969)

Biochemistry 9, 50.

MAZIA, D. y RUBY, A. (1968)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 61, 1005.

KAGAWA, Y. y RACKER, E. (1966)

J. Biol. Chem. 241, 2461.

TZAGOLOFF, A. (1969)

J. Biol. Chem. 244, 5020.

HORSTMAN, L.L. y RACKER, E. (1970)

J. Biol. Chem. 245, 1336.

DATTA, A. y PENEFSKY, H.S. (197b)

J. Biol. Chem. 245, 1537.

NURDEN, A.T. y CAEN, J.P. (1975)

Nature 255, 720.

PODOLSAK, B. (1977)

Thrombos. Haemostas. 37, 396.

PENEFSKY, H.S. y TZAGOLOFF, A. (1971)

en Methods in Enzymology (Jacoby, W.B., ed.) Vol. XXII,
pp. 204. Academic Press, New York.
TZAGOLOFF, A. y PENEFSKY, H.S. (1971)

en Methods in Enzymology (Jacoby, W.B., ed.) Vol. XXII,
pp. 219. Academic Press, New York.

LIS, H. y SHARON, N. (1973)

Ann. Rev. Biochem. 42, 541.

JULIANO, R.L. (1978)

en Current Topics in Membranes and Transport (Bronner, F. y



- 142 -

Kleinzeller, A., eds.) Vol. 11, p. 117, Academic Press,
New York.

(25) DULANEY, J.T. (1978)
Molec. Cell. Biochem. 21, 43.

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

(27) KAHANE, I., FURTHMAYR, H. y MARCHESI, V.T. (1976)
Biochim. Biophys. Acta 426, 464.

(28) LOTAN, R., BEATTIE, G., HUBBELL, W. y NICHOLSON,G.L. '1977)
Biochemistry 16, 1787.

(29) SHARON, N. y LIS, H. (1975)
en Methods in Membrane Biology (Korn, E.D., ed.), Vol 3,
p. 147, Plenum Press, New York.

(30) HUNT, R.C., BULLIS, C.M. y BROWN, J.C. (1975)
Biochemistry 14, 109.

(31) ALLAN, D., AUGER, J. y CRUMPTON, M.J. (1972)
Nature New Biol. 236, 23.

(32) GOLDSTEIN, I.J. (1975)
en Concanavalin A (Chowdhury, T.K. y WEISS, A.K., eds)
p. 35, Plenum Press, New York.

(33) DAVEY, M.W., SULKOWSKI, E. y CARTER, W.A. (1976)
Biochemistry 15, 704.

(34) ADAIR, W. y KORNFELD, S. (1974)
J. Biol. Chem. 249, 4696.

(35) CAPALDI, R.A. y VANDERKOOI, G. (1972)

Proc. Nat. Acad. Sci. USA 69, 930.



- 143 -

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

(37) COGOLI, A., EBERLE, A., SIGRIST, H., JOSS, C.,
ROBINSON, E., MOSIMANN, H. y SEMENZA, G. (1973)
Eur. J. Biochem. 33, 40.

(38) KIM, Y.S. y BROPHY, E.J. (1976)
J. Biol. Chem. 251, 3199.

(39) SPIRO, M.J., SPIRO, R.G. y BHOYROO, V.D. (1976)
J. Biol. Chem. 251, 6400.

(40) SPIRO, M.J., SPIRO, R.G. y BHOYROO, V.D. (1976)
J. Biol. Chem. 251, 6420.

(41) NARASIMHAN, S., WILSON, J.R., MARTIN, E. y
SCHACHTER, H. (1979)
Can. J. Biochem. 57, 83.

(42) OKUMURA, T., LOMBART, C.H. y JAMIESON, G.A. (1976)
J. Biol. Chem. 251, 5950.

k43) HELENIUS, A. y SIMONS, K. (1972)
J. Biol. Chem. 247, 3656.

(44) ROBINSON, N.C., NOZAKI, Y. y TANFORD, C. (1974)
Fed. Proc. 33, 826.

(45) GREFRATH, S.P. y REYNOLDS, J.A. (1974)
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 71, 3913.

(46) REYNOLDS, J.A. y TANFORD, C. (1970)
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 66, 1002.

(47) ABERNETHY, J.L., STEINMAN, H.M. y HILL, R.L. (1974)

J. Biol. Chem. 249, 7339.



(48)

(49)

(50)

(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)

- 144 -

DUNKER, A.K. y KENYON, A.J. (1976)
Biochem. J. 153, 191.

CLARKE, S. (1975)

J. Biol. Chem. 250, 5459.

REYNOLDS, J.A. y TANFORD, C. (1976)
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 73, 4467.
PHILLIPS, D.R. (1972)

Biochemistry 11, 4582.

LEGRAND, C. y CAEN, J.P. (1976)
Haemostasis 5, 231.

CAEN; J.P. ¥y MICHEL,‘H. (1972)
Nature 240, 148.

FIRKIN, B.G., HENDRIX, L. y GOH, A. (1978)
Thromb. Res. 13, 337.

BOWLES, D.J. y ROTMAN, A. (1978)

FEBS Let. 90, 283.

GERRARD, J.M., SCHELLMEYER, J.V., PHILLIPS, D.R. y

WHITE, J.G. (1979)

Am. J. Pathol. 94, 509.



CAPITULO V.-

CONCLUSIONES
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Membranas plasmiticas de plaqueta humana, obtenidas mediante
la técnica de carga con glicerol y lisis, y analizadas por

SDS-PAGE empleando diferentes condiciones experimentales,nueg_
tran la existencia de al menos seis glicoprotefinas denomina-

das GP Ia, GP Ib, GP IIa, GP IIb, GP IIIa y GP IIIb, de acuer
do con la mayor parte de la bibliograffa reciente. También se
encontraron evidencias preliminares que indican que GP IIa y

GP IIb son posiblemente la misma glicoprotefna en distintos

estados de reduccién.

La solubilizacién de MPPH con DchNa alcanza el 85% de las pro
teinas totales y es ligeramente selectiva, mientras que con

SDS la solubilizaci6én de protefnas alcanza el 95% y no es na-
da selectiva. La sonicacién de MPPH por el contrario, solubi-
liza solamente alrededor del 27% de estas protefnas, y de en-
tre las glicoprotefnas es la GP Ib la que se solubiliza mayo-

ritariamente, lo que parece indicar su naturaleza extrinseca.

Mediante combinacifn de cromatograffa de exclusién con croma-
tograffa de afinidad se consiguif el aislamiento de una frac-
cibn de glicoprotefina de MPPH con alta afinidad por la Con A
y cuyo comportamiento electroforético permitié demostrar que
se trataba de la GP IIIa. Esta fraccién de glicoprotefna elec

troforéticamente pura y monomérica, muestra una heterogeneidad
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todavia no dilucidada al ser estudiada mediante ultracentri-

fugacibn analftica.

La composicifn centesimal de la GP IIIa aislada es de 72% de
protefna, 24,5% de hexosas y 3,5% de hexosaminas. An4lisis de
amino&cidos mostraron una relacién de amino&cidos &cidos a b4
sicos de 2:1, y un contenido relativamente alto de cisteina y
amino&cidos polares. Por otro lado, el andlisis de azficares
muestra una relacién entre los diferentes monosaciridos de
Man:Gal:Glc:Hexosaminas:NANA 2,3:1,3:2,7:1:0. El volumen es-
pecifico calculado teniendo en cuenta esta composicién qufmi-

ca es de 0,693 ml.g'l.

El peso molecular aparente de la GP IIIa obtenido mediante
electroforesis en condiciones no reductoras result6 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 elec
troforética con la reduccibén se relacionan con puentes disul-

furo 1ntramoleéu1ares.

Por Gltimo, el modelo primitivo, estructural y funcional que

se postula para la GP IIIa en la MPPH es el siguiente:

a) Los estudios de solubilizacién de MPPH mediante detergen-
tes y ultrasonidos y la composicién qufmica de la GP IIIa
permiten deducir que esta glicoprotefna es una protefna in
trinseca de membrana, si bien anclada en la bicapa lipfdi-

ca por una porcibén relativamente pequeifia de la molécula,
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posiblemente enriquecida en residuos no polares, lo que es
t4 de acuerdo con los estudios de marcaje y digesti6én pro-

teolftica de esta protefna en membrana y células completas.

b) Igualmente, la disminucién o ausencia de GP IIb y GP IIla
y los defectos de agregacibn plaquetaria y retraccién del’
codgulo en plaquetas de enfermos con trombastenia de Glanz
mann, permiten relacionar estas glicoprotefnas con alguna
etapa molecular de los fenSmenos de agregacifén y retrac-
cibén. Adem&s, si se admite que el mecanismo de agregacién
se basa en una Gnica unidad de control de funcifén puesta
en marcha por distintos efectores de agregacibén actuando
sobre distintas unidades de reconocimiento, cabrfa esperar,
por un lado que GP IIb y GP IlIa perteneciesen a la misma
unidad de control de funcién y por tanto estuviesen estruc
tﬁralmente relacionadas, y por otro lado, que tanto el re-
ceptor de ristocetina, probablemente glicocalicina y GP Ib,
como el resto de las unidades especificas de reconocimien-
to de efectores de agregacifn también estuviesen espacial

o temporalmente relacionados con la GP IIIa.
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