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Gonzaélez Cabrera, |. Conceptos actuales sobre los mecanismos de la funcién plaquetaria.

Se hace una revision de los Ultimos conceptos incorporados al conocimiento de la fisiologia plaquetaria.
Se sefiala que existe una distribucion asimétrica de los fosfolipidos (FL) de la membrana plaquetaria.
Solo los fosfolipidos de la cara interna de la membrana tienen actividad procoagulante,

fundamentalmente la fosfatidil-serina. Cuando las plaquetas se activan se produce un movimiento

transmembrana o fllp-flop, que permite la formacién de areas de mayor contenido de fosfatidil-serina en la
superficie celular. Las plaquetas tienen sitios de baja afinidad para el factor VIIl: von Willebrand (f
VIIl:vW). El endotelio enlaza al factor VIIl:vW e induce un cambio conformacional en su molécula, que
entonces es reconocida por la plaqueta. Se comenta la existencia de tres vias independientes que
pueden mediar la agregacion plaquetaria: ADP, acido araquiddnico y factor agregante plaquetario. Estas
vias pueden ser inhibidas por diferentes agentes sin afectar las restantes, por lo que todas deben ser
consideradas en la busqueda de drogas antiagregantes. Por la accion de la fosfolipasa C y de la
digliceridoquinasa se forma el acido fosfatidico; este es un activador potencial de la agregacién, ya que
puede movilizar lones calcio de la membrana.

El estudio de los mecanismos que intervienen en la activacion y funcion de las
plaquetas se ha convertido en un apasionante campo de investigacion que absorbe el
interés de numerosos cientificos en todo el mundo.

El conocimiento exhaustivo de la fisiologia plaquetaria es de gran utilidad, ya que
estas pequefias células estan involucradas en diferentes procesos patolégicos.

Cuando las plaquetas son activadas se suceden una serie de eventos: la adhesion a
los vasos lesionados, la agregacion primaria y secundaria, la contraccion y la liberacion
del contenido de los granulos intraplaquetarios ADP, serotonina, tromboxan (TxA2), etc.
Las sustancias liberadas refuerzan la agregacion plaquetaria que conjuntamente con
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la deposicién de fibrina forman un trombo estable quo es eapaz de detener el
sangramiento.

En 1980, Almagro publicé una revision muy completa sobre la fisiologia plaquetaria.t
Es pues, nuestro objetivo, la revision de los Gltimos conceptos incorporados desde
entonces al conocimiento sobre los mecanismos de la funcién plaquetaria.

Para la mejor comprensiéon de estos mecanismos, hemos dividido nuestra revision en
varios acapites:

a) Membrana plaquetaria. Contribucion de las plaquetas al mecanismo da la coagulacion.
b) Adhesioén plaquetaria. Interrelacion plaquetas F-VIII von Willebrand.

c) Agregacion plaquetaria. Andlisis de las tres vias.
d) Ciclo del fosfatidil inositol. Papel del acido fosfatidico.

A continuacion se analizaran los acapites mencionados anteriormente:

a) Membrana plaquetaria. Contribucion de las plaquetas al mecanismo de la coagulacién:
las plaquetas son células intensamente reactivas que responden a gran variedad
de estimulos que son mediados por la superficie celular, de manera que resulta de
extraordinaria importancia el estudio de la membrana plagquetaria.

La membrana plaquetaria esta formada por una doble capa lipidica dotada de cierta
fluidez, pero con una orientacion relativa: los grupos polares de los fosfolipidos estan
orientados hacia el ambiente acuoso intra y extracelularmente, mientras que las
cadenas alifaticas se introducen en el interior de la bicapa de caracter eminentemente
hidrofébico. Las proteinas y glicoproteinas se hallan insertadas en la bicapa que puede
modular la actividad de las mismas. Las areas polares de las proteinas interactan con
las cabezas fosfolipidicas de la bicapa y las partes apolares interactian con las
cadenas hidrofébicas lipidicas. Todas estas moléculas estan dotadas de libertad de
movimiento, es decir, pueden intercambiar con sus vecinos, pero resulta muy dificil una
translocacién a través de la membrana (flip- flop), a menos que ésta pierda su
integridad.?

Se ha demostrado que existe una distribucion asimétrica de los fosfoli- pidos (FL) en
la membrana plaquetaria similar a la de los hematies. La fosfatidil serina (FS) se
encuentra casi exclusivamente localizada en la capa interna, mientras que la monocapa
externa estd formada por fosfoli- pidos neutros como la esfingomielina. La fosfatidil
etanolamina y la fosfatidil colina se encuentran indistintamente en las dos capas de la
membrana.

Los primeros informes de la participacion de los fosfolipidos en la coagulacién, se
presentan en la formacién del complejo VllI-IXa-FLs para activar el factor X y en la
formacién del complejo V-Xa-FLs para la activacién de la protrombina.

Zwaal y colaboradores® demostraron que sélo los fosfolipidos de la membrana interna
tienen actividad procoagulante y plantean la posibilidad de un
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mecanismo de translocaciéon de la FS a través de la membrana para proveer una
superficie lipidica catalitica para la interaccion de los factores de la coagulacion.

Se ha postulado un mecanismo de activacion plaquetaria por colageno y trombina,
que produce un movimiento transmembrana de los FLs. Se forman areas de mayor
contenido de FS en la superficie celular, que constituyen sitios de enlace potenciales
para las enzimas, coenzimas y substratos que intervienen en el mecanismo de la
coagulacién y que posibilitan la formacion del factor Xay de la trombina.*

Por otra parte, el factor V es liberado de la plaqueta e interactla directamente con
los FLs de la membrana activada como se plantea en la figura.

Figura

Participacion de las plaquetas en la formacién de trombina. Fuente: Tomado de Zwaal, 1982.

En cuanto a las glicoproteinas de la membrana (GP), se han introducido nuevos
métodos de aislamiento y sistemas electroforéticos mas sensibles y han descrito mas
de siete glicoproteinas, ademas de las tres glicoproteinas fundamentales descritas
por Phillips en 1972. Se demostré por algunos investigadores la deficiencia de la GP-I
en la enfermedad de Bernard Soulier y de las glicoproteinas Ilb y Il en la
tromboastenia de Glanzmann. También en wun grupo de enfermedades
mieloproliferativas se encontr6 un patréon anormal de las GPs, disminucién de la
GP(Ib-Is) y GPU y un incremento de la GP lllb.

Varios intentos para relacionar las glicoproteinas con proteinas conocidas o con
sitios receptores de la adhesion y la agregaciéon plaquetaria han resultado estériles.
Se descarté la posibilidad de que la GP Ill fuera idéntica a la alfaactinina.®
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Mediante la purificacion y caracterizacion parcial de la GPlh se demostré que no
interviene en la agregacion plaquetaria dependiente de risto- cetina,® ni representa el
principal receptor de la trombina sobre la superficie plaquetaria.” Recientemente se le
ha atribuido a las GPs un papel regulador de la funcién plaquetaria,®’ pero esta
hipétesis no ha sido demostrada.

b) Adhesidn plaquetaria. Interaccion plaguetas F-VIII von Willebrand:

Se han propuesto varias teorias para la explicacion del mecanismo de adhesion de
las plaquetas al colageno.

Recientemente se ha logrado identificar el sitio de enlace de las plaquetas sobre el
colageno de los tipos lll y | y se ha descrito la secuencia aminoacidica de un
nonapéptido, que es capaz de inhibir la adhesién y la agregacion plaquetaria. Se ha
utilizado un método de separacion de diferentes tipos de colageno a partir de
fragmentos de fibronectina, ya que esta proteina tiene sitios de enlace especificos para
el colageno.

El factor VIII con Willebrand (F-VIIl:vW) también es necesario para la adhesividad
de las plaquetas.®

Se ha planteado una teoria que explica la relacidon endotelio factor vW-plaquetas en la
cual el factor vW actia como un puente entre la superficie del subendotelio y la
membrana plaquetaria. Este postulado implica la existencia de sitios de afinidad en las
plaguetas y en el subendotelio, 0 que una de estas dos superficies tenga sitios de
afinidad por el factor vW, que logren alterar la configuracién de éste, de forma que
pueda ser reconocido por la otra superficie.

En estudios con plaquetas humanas se han encontrado sitios de baja afinidad por el
FvW, en cambio, la cantidad de FvW enlazado al endotelio se relaciona con la
proporcién de adhesién plaquetaria, por lo que es légico pensar que el FvW se enlaza
inicialmente al subendotelio y esta interaccién produce cambios conformacionales en
este factor que es entonces reconocido por los sitios de enlace plaquetario.

La adicién de ristocetina a plaquetas agitadas en presencia de FvW causa la
aglutinacion plaquetaria, por lo que la ristocetina puede alterar la conformacion del FvW
de forma similar a la que produce el endotelio. En pacientes con la enfermedad de
Bernard Soulier esta disminuida la adhesividad plaquetaria y sus plaquetas no agregan
con ristocetina. Esto es una evidencia de la relaciéon de estos dos procesos en un
mismo receptor y se descarta la posibilidad de que este receptor sea la GPlb como se
habia planteado.®

Otro elemento que sirve de evidencia para la hipotesis planteada para el mecanismo
de la adhesion, es la demostracion de que el FvW purificado es capaz de aumentar
significativamente la interaccién de las plaquetas con las células endoteliares en
cultivo.10

Connellan y colaboradores!? obtuvieron un suero antimembrana plaquetaria y
reconocieron tres proteinas de superficie que no se han podido relacionar con las
glicoproteinas conocidas. Este antisuero inhibié la aglutinaciéon inducida por
ristocetina, por lo que es posible que estas proteinas estén involucradas en el sitio
receptor plaquetario.
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Recientemente se ha estudiado la accién de la prostaciclina sobre la adhesion de
las plaquetas a perlas de vidrio: la prostaciclina inhibe la retencién plaquetaria, pero
esta inhibicién no es proporcional a la concentracién de prostaciclina, de manera que
parece existir otro mecanismo de la adhesidon plaquetaria independiente de la PGl2
Mantn estudio el efecto del ASA sobre la adhesividad plaquetaria al colageno in vitro o
ex vivo y demostré que éste no es capaz de producir un efecto inhibitorio de este
fendmeno.

c) Agregacion plaquetaria. Analisis de las tres vias: La agregacion plaguetaria es un
fendmeno muy complejo que puede ser estimulado por sustancias de
caracteristicas bien diferentes. Todos los agentes inductores de la agregacion
producen inhibicién de la adenil ciclasa y movilizaciéon de los iones de Ca del

sistema tubular denso del citoplasma.’® Actualmente se ha planteado la
existencia de tres vias diferentes de la agregacion plaquetaria.

— Via del ADP

Las plaquetas pueden ser estimuladas por el ADP producto de la lisis eritrocitaria,
sufren el cambio de forma y los granulos se concentran en la regién central de la
plaqueta para su posterior liberacion.

La agregacion por ADP resulta inhibida por la 5’-fluorosulfonil benzoil ade- nosinay
por el sistema extractor de ADP creatinina fosfato/creatinina fosfato quinasa.4

Se plantea que el efecto fundamental del ADP es el de actuar como mediador de la
agregacion producida por otros agentes, tales como el colageno y la trombina que
producen la liberacion de ADP para la estabilizacién del agregado plaquetario.

El ASA y la indometacina inhiben la segunda onda de la agregaciéon bifasica
inducida por el ADP y lareaccion de liberacion.

Charo y colaboradores?® demostraron que cuando las plaguetas eran estimuladas por
altas concentraciones de ADP, lareaccion de liberacién comenzaba después que habia
terminado la agregacion plaquetaria. Cuando usaron bajas concentraciones de ADP o
epinefrina, se observd la agregacion bifasica y que la reaccion de liberacién ocurria
simultaneamente a la segunda onda de la agregacion. Se plantea que es muy poco
probable que la onda de la agregacién sea una consecuencia de la reaccion de libera-
cién o como se habia descrito. Sin embargo, no cabe dudas de que la estimulacién por
ADP es un mecanismo independiente para la induccion de la agregacion plaquetaria,
puesto que plaquetas tratadas con trombina que han perdido el contenido de sus
granulos, recobradas en condiciones apropiadas son capaces de ser estimuladas por
el acido araquidénico y el ADP.13

Recientemente se han realizado estudios sobre el uso de inhibidores de la AMP
ciclico fosfodiesterasa sobre el cambio de forma inducido por el ADP. Estos
investigadores demostraron que algunos inhibidores de esta enzima, a
concentraciones que bloquean el cambio de forma plaquetaria inducida por ADP, no
producen un incremento marcado del AMP ciclico olaquetario. Se plantea la existencia
de dos pools del precursor ATP. También se plantea la posibilidad de que estos
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inhibidores de la fosfodiesterasa del AMP ciclico actlien a través de un mecanismo
que no involucre el AMP ciclico.!®

— Via del &cido araquidénico (AA)

En 1977 Charo y colaboradores!’ aportaron la primera evidencia de que los
endoperéxidos labiles y el tromboxano A2(TxAz2) pueden provocar la agregacién de
plaguetas humanas normales. Por otra parte, Moneada y colaboradores!® demostraron
que a partir de los endoperéxidos labiles puede formarse la prostaciclina (PGI2) que es
un potente inhibidor de la agregacion plaquetaria, con una accién 30 veces mayor que
la PGEi. A partir de estos hallazgos, se postuld la hipotesis de que el balance de PGI:
sintetizado por la pared vascular y el TxA:z sintetizado por la plaqueta, es decir, entre
sustancias agregantes y antiagregantes determina el mantenimiento de la integridad
vascular del endotelio y explica la formacion del trombo intraarterial en condiciones
patoldgicas.

Recientemente se han realizado con el objetivo de probar el efecto de inhibidores
sobre las enzimas tromboxano sintetasa y prostaciclina sintetasa. La inhibicién de la
formacion de PGIl2 provoc6 un aumento de los agregados plaguetarios inducidos por
ADP, este fendmeno se incrementaba con la presencia de AA exégeno.

En cambio el dazoxiben, que inhibe la formacion de TXA2 no mostré influencia en la
temprana formacién del trombo.

También se ha informado la existencia de una relacion PGI2 liberada con el grado de
dafio celular in vitro.

Resulta muy significativo el estudio de Tremoli y colaboradores?'® realizado en conejos
hipercolesterolémicos, cuyas plaquetas eran hiperreactivas al AA y menos sensibles a
la actividad inhibitoria de la PGl2.. Sin embargo, la actividad antiagregatoria y la
producciéon de prostaciclina por la pared de los vasos era mayor, y sugeria un
mecanismo regulatorio en el balance hemostatico.

Actualmente se ha concedido importancia a la interrelacion entre las diferentes
prostaglandinas producidas a partir de los endoperéxidos labiles. Se conoce que la
PGEo a bajas concentraciones contrarresta el efecto antiagregante de PGlz, PGE, y

PGD:2 por inhibicion del sistema de la adenil ciclaca. A altanes la PGE: tiene efecto
antiagregante y puede ser producida por las células endoteliares exactamente
como se sintetiza la PGlz. Por otra parte, algunos autores consideran que existe un
mecanismo regulatorio de la sensibilidad plaquetaria a los agentes agre-

gantes, determinado por larelacién PGE2/PGl2 producida por la pared del vaso.?°

El bloqueo de la via de las prostaglandinas por inhibicién de las diferentes enzimas
ha sido muy utilizado para tratar de explicar el efecto de los metabolitos de esta via.
Incluso se ha determinado el contenido de ciclo-oxigenasa por plaqueta.

El ASA inhibe irreversiblemente a la ciclo-oxigenasa (CO), en cambio es incapaz de
inhibir el incremento de tromboxano B2 plasmatico seguido de una estimulacion
adrenérgica.
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Estos resultados sugieren que el tromboxano B: plasmatico es de origen
extraplaquetario, de manera que en la agregacion plaquetaria inducida por TXA: este
compuesto actta como un mediador intracelular.t?

Recientemente De Gaetano? ha informado el uso de inhibidores para la evaluacién
de la via del acido araquidonico. Se estudi6 el efecto del sali- cilato producto del
metabolismo del ASA y se comprob6 que aumentando 'as dosis de salicilato
desaparecia el efecto inhibitorio del ASA y que con dosis de 0,45 mg/kg/24 horas era
suficiente para bajar la concentracion de TXA:z en suero. El salicilato actida como un
inhibidor competitivo del sitio de enlace de la enzima.

Este investigador estudié la interrelacion del efecto del ASA y la indo- metacina
sobre la CO y lleg6 a las siguientes conclusiones: el ASA y la indometacina actlan
sobre el mismo sitio de enlace de la CO y la acetila- cion que hace irreversible la
inhibicion de la CO por el ASA es un mecanismo secundario.

Este mismo autor, utilizd el dazoxiben en un grupo de pacientes para inhibir la
tromboxan sintetasa y demostr6 que en aquellos casos en que no se inhibi6 la
agregacién plaquetaria presentaba un aumento de PGE: (agregante plaquetario) en
comparaciéon con PGD: (antiagregante plaquetario). Estos resultados apoyarian la
hipétesis de que el balance PGD2/PGE: determina la respuesta de las plaquetas a la
droga y que el TXA? no es el Unico responsable de la agregacion plaquetaria, ya que
usando un inhibidor selectivo de su formacién, se producia la agregacion.

La importancia de la accion del ASA sobre la CO né reside precisamente en la
inhibicion de la formacién del TXAz sino en la inhibiciéon de la formacién de los
endoperéxidos labiles y las otras prostaglandinas.

Los estudios de produccion de TXAz2 en pacientes con enfermedades
mieloproliferativas arrojan resultados contradictorios. Esto es posiblemente una
evidencia para la hipotesis de De Gaetano.

Wilson?? demostro la existencia de una acil CoA especifica para el ara- quidonato
gue puede controlar el nivel de &cido araquidénico en las plaquetas. Esta enzima limita
la sintesis de prostaglandinas por células no estimuladas y captura el araquidonato
libre de fuente extracelular.

También se ha informado el efecto de potentes sustancias antiagregantes, propias
de las plaquetas que pueden regular la actividad de las mismas.

— Via del factor agregante plaquetario (PAF)

El PAF tiene una estructura lipidica 1-0-acetil 2-SN-gliceril 3-fosforil colina. Es un
compuesto liposoluble que fue descubierto en la respuesta alérgica y un inductor de la
permeabilidad vascular que ha sido implicado como mediador del proceso inflamatorio
agudo.

El PAF produce agregacion plaquetaria bifasica, la segunda onda probablemente
esta relacionada con la liberacién de ADP.%3

La agregacion reversible producida por el PAF es independiente de la inhibicién de
la CO y de la utilizacion de la via que convierte el ADP en ATP por el sistema creatinina
fosfato/creatinina fosfato quinasa, lo que demuestra que el PAF actla por una via
independiente del &cido araquidonico y del ADP.
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Por otra parte, se demostré que la liberacién de PAF por las plagquetas al medio
extracelular inducia la agregacién de las plaquetas cercanas. Esta liberacion era

independiente del uso de inhibidores de la via del ADP y del AA.?*

El PAF es capaz de inducir la agregaciéon de plaguetas degranuladas por trombina lo
gue hace evidente que su accion es independiente del ADP.

Se conoce que el PAF promueve la agregacion por inhibicién de la adenil ciclasa. El
agente liberador més activo del PAF es el ion6foro de Ca A23 187. también el colageno
y latrombina liberan suficientes cantidades de PAF para inducir la agregaciéon.’®

Recientemente Vargaftig® estudio el sinergismo entre la agregacién inducida por
PAF y por adrenalina. Para una misma concentraciéon de adrenalina, a medida que se
incrementa la concentracion de PAF aumenta la agregacion. El ASA fue capaz de inhibir
este efecto. Este investigador demostro que la presencia de diferentes anticoagulantes
afectaban la respuesta de las plaquetas a la accidon del PAF. Otros investigadores sin
embargo, plantean que la principal accién del PAF es por la via de la CO.

La agregacién plaquetaria se produce por tres vias independientes que pueden ser
suprimidas sin afectar las restantes, por lo que todas deben considerarse para el uso
de drogas antiagregantes (esquema 1).

Hasta el momento sélo los inhibidores de la fosfolipasa A2 han mostrado efecto
inhibitorio simultdneo sobre estas tres vias.

d) Ciclo de fosfatidil inositol. Papel del acido fosfatidico: en 1980 Vargaftig y
colaboradores?® demostraron que existia en las plaquetas otra fuente de A&cido
araquidénico (AA) independiente de la fosfolipasa A2. Esta via es mediada por la
fosfolipasa C. Ambas fosfolipasas son activadas por Ca y tienen diferente
especificidad.

La fosfolipasa A2 actla preferiblemente sobre la fosfatidil colina, fosfatidil serina y
fosfatidil etanolamina, y la fosfolipasa C actlia sobre el fosfatidil inositol (esquema 2).

A partir de la accion de la fosfolipasa C y de la diglicérido lipasa también se forma
AA. La fosfolipasa C requiere menos Ca para su activacion, por lo que puede
desempefar una funciéon importante en el metabolismo de los fosfolipidos de la
membrana.?’

Por la via de la fosfolipasa C se sintetizan grandes cantidades de acido fosfatidico
que es un activador potencial de la agregacion, pues puede movilizar iones Ca de la
membrana.

El acido fosfatidico no puede atravesar la membrana plaquetaria, por lo que no es
capaz de inducir la agregacién cuando se afiade a suspensiones plaquetarias.!?

Recientemente se ha informado la existencia de una relacién estrecha entre la
formacién de &cido fosfatidico y la liberacion de PAF. Se plantea que la liberacion de
PAF induce la activacién del ciclo de fosfatidil inositol.?®

Wallace y colaboradores,?® demostraron que la epinefrina actuaba estimulando la
sintesis de fosfatidil inositol al inducir la agregacion plaquetaria. Este efecto también se
ha observado por la estimulacién por ADP. Nuevos estudios deben contribuir al
conocimiento sobre el metabolismo plaquetario.
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SUMMARY

Gonzalez Cabrera, |. Current concepts about mechanisms of platelet function.

A review of the latest concepts jncorporated to the understanding of platelet physiology is made.
Existance of asymetric distrlbution of the phosphollpids (PL) of platelet membrane
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is pointed out. Only phospholipids of the jnternal layer of membrane has prothrombinase activity,
mainly the phosphatidylserine. When platelets are activated a transmembrane movement or flip-flop is
produced, allowing the formation of areas with a higher content of phosphatidylserine at the cell
surface. Platelets have sites of low afinity for factor VIII: von WiMebrand (f VIIhvW}. The endothelium
binds factor VIIhvW and induce a conformational change in its molecule, which then is recognized by
the platelet. Existance of three independent ways that can mediate platelet aggregation is commented.
They are: ADP, arachidonic acid and platelet activating factor. Such ways can be inhibited by different
agents without affecting the remainders, thus, all of them must be considered in the searching of
antiaggregating drugs. By the action of phospholipase and diglycerlde kinase, phosphatidic acid is
formed, being it an aggregation potential activator, since can move calcium ions of the membrane.

RESUME
Gonzélez Cabrera, |. Concepts actuéis sur les mécanismes de la fonction plaquettaire.

Une revue est faite des concepts les plus récemment incorporés & la connaissance de !a physiologie
plaquettaire. Il est sianalé qu'il existe une distribution asymétrique des phospholipides de la membrane
plaquettaire. Seulement les phospholipides de la face interne de la membrane ont une activité
procoagulante, notamment la phosphatidylsérine. Quand les plaquettes sont activées, il se produit un
mouvement transmembrane ou flip-flop, qui permet la formation d’aires d'un plus grand contenu de
phosphatidylsérine dans la surface cellulaire. Les plaguettes ont des zones & faible affinité pour le
facteur VIII: von Willebrand (f VIIhvW). L'endothélium relie le facteur VIIhvW et induit un changement
dans la conformation de sa molécule, qui est alors reconnue par la plaquette. On commente I’existence
de trois voies indépendantes qui peuvent intervenir dans l'agrégation plaquettaire: I'ADP, I’acide
arachidonique et le facteur agrégant plaquettaire. Ces voies peuvent étre inhibées par différents agents
sans toucher les autres, done elles doivent étre prises en considération lors de la recherche de drogues
antiagrégantes. L’acide phosphatidique est formé a partir de I’action de la phospholipase C et de la
diglycérido-kinase; cet acide est un activateur potentiel de I’agrégation, car il peut mobiliser des ions
calcium de la membrane.
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