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1.INTRODUCCION



1.1. Galectinas

Las galectinas constituyen una familia de lectinas, con afinidad por azucares -
galactosidicos. Existen 12 galectinas presentes en seres humanos y hoy en dia abarcan,
en conjunto, 15 miembros (Rabinovich GA et al., 2002, Satterfield et al., 2006), siendo
designadas como Gal-1 a Gal-15 (Cooper DNW y Barondes SH, 1999; Visegrady B et
al., 2001).

Previamente fueron conocidas como lectinas de tipo So S-Lac. Las galectinas son una
familia filogenéticamente conservada de lectinas que contienen secuencias de
aminoacidos caracteristicas compartidas y dominios de reconocimiento a carbohidratos
(DRC) (Barondes SH et al., 1994). Todas las galectinas unen lactosa y otros
oligosacéridos B-galactosidicos (Elola MT y Fink NE, 2000). Los DRC de todas las
galectinas comparten afinidad por el ligando N-acetillactosamina -un disacarido comin
que se encuentra en muchas glicoproteinas celulares- sin embargo las galectinas
individuales, también pueden reconocer modificaciones de este ligando, desarrollando
multiples especificidades (Ahmad N et al.,, 2004). Las galectinas se expresan en
diferentes tipos celulares, en animales, en vertebrados mamiferos y no mamiferos e
invertebrados, y también se encuentran en plantas. Las galectinas estan presentes
intracelularmente en el citosol, asi como en el nucleo. La amplia distribucion de
galectinas con respecto a especies y tejidos sugiere que ejercen diversas funciones, las
cuales se han difundido en diferentes estudios durante la década pasada (Almkvist J y

Karlsson K, 2004).

A pesar de que carecen de un péptido sefial, las galectinas pueden ser secretadas
extracelularmente por un camino similar al utilizado por la interleuquina-1 (IL-1) y la
anexina 1. La carencia de la secuencia sefial secretoria indicaria que no siguen la ruta
clasica R.E./aparato de Golgi, pero sin embargo, algunas galectinas se encuentran en el
espacio extracelular o en la superficie celular. Esta externalizacion inusual, podria
prevenir la asociacion de la Gal-1 con glicoconjugados que se procesan en las vesiculas
secretorias normales (Hughes RC, 1999). A través de estudios de localizacion de las
galectinas se sabe que estas proteinas pueden secretarse en multiples compartimentos
celulares dependiendo del estatus celular (Danguy A et al., 2002; Liu y Rabinovich G
A, 2005).



De acuerdo a su estructura bioquimica se clasifican en (Fig. 1.1.; Hirabayashi J y Kasai
K, 1993).

e Galectinas proto-type: contienen un DRC, reconocen estructuras simples de
carbohidratos disacaridos. Estan incluidas dentro de este grupo, las galectinas 1, 2,
5,7,10, 11, 13, 14 y 15. Se encuentran como monomeros (galectinas 1, 5, 7, 10) o
como homodimeros (galectinas 1, 2, 11, 13, 14, 15).

e Galectinas chimera-type: la galectina 3 es el Gnico miembro de esta familia,
contiene un DRC y un dominio no lectina.

e Galectinas tamden repeat-type: contienen dos DRC estructuralmente diferentes,
conectados, permitiendo que interaccionen con carbohidratos diferentes. Pertenecen

a este grupo, las Galectinas 4, 6, 8,9y 12.
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Figura 1.1: Representacion esquematica de los componentes estructurales de las galectinas A) Esquemas
de diferentes galectinas. Representantes de otras galectinas diferentes del humano como (rata-r, m-
ratén, ovino-s, g-cabra). Su principal caracteristica es el dominio de reconocimiento a carbohidratos
(DRC, naranja). Se trata, dentro del DRC, de una extension muy conservada de aminoacidos, que son
esenciales para la interaccion de hidratos de carbono (azul). El tamafio de cada galectina y el dominio se
indica por el nimero de aminodcidos (0-350). B) De acuerdo a su configuracion, las galectinas se
subdividen en tres grupos diferentes. Los miembros de la familia prototipo (arriba), la de tipo quimérico
(centro) y la del tipo de secuencias repetitivas (Tandem repeat type) (gris) (tomado de Hirabayashi J,
Kasai K., 1993).



1.1.1. Galectina 1(Gal-1)

1.11.1. Gen

El gen que codifica a la Gal-1 fue denominado LGALS1 (Lectina que une Lactosa
Soluble), esta ubicado en la region q12 del cromosoma humano 22 (Merahrabian M. et
al., 1993). Posee 4 exones y 3 intrones, los exones se empalman formando un
transcripto de 0,6 kb que codifica para una proteina de 135 aminoacidos (Camby I et al.,
2006). La secuencia del dominio que liga carbohidratos esta principalmente codificada
por tres exones y la mayoria de los residuos conservados estan en el exon III (UIT MA
y Barondes SH, 1991). Una pequena region, dentro de la regién promotora, el sitio
(-63 /+ 45), es el responsable de poner en marcha la transcripcion inicial y es suficiente
para desencadenar la actividad transcripcional del gen de Gal-1 en ratones. Un sitio
adicional de iniciacion se ha localizado en la posicion 31, asi como también un sitio de
unién Spl (-57/-48) y un iniciador consenso (Inr) (elemento que se superpone a la caja
TATA) produciendo la iniciacion directa del ARN. La posicion aproximada de los
demas elementos reguladores se indica en la Fig. 1.2., siendo la caja CAAT, el sitio de
union del factor nuclear kappa B (BF-kB) y las secuencias de respuesta a butirato de
sodio y acido retinoico. El nivel de metilacién del promotor de Gal-1 es un mecanismo

muy importante para controlar la expresion del gen (Chiariotti L et al., 2004).
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Figura. 1.2. Mapa del Gen de Gal-1 ubicado en el cromosoma 22q12 (tomado de Chiarotti et al., 2004)



1.1.1.2. Estructuray localizacion dela Gal-1

La Gal-1 es un homodimero soluble, cada subunidad tiene un PM de aproximado de
14,5 kDa y se unen entre si por medio de interacciones hidrofobicas. Pertenece al grupo
de galectinas proto-type. La estructura secundaria de la proteina consiste en un
sandwich que consta de dos hojas antiparalelas  de cinco (F1-F5) y seis (S1-S6a / b)
pasos. EI N y C terminal de cada monomero se coloca en la interfase del dimero y los
DRC estan situados en los extremos terminales de la misma cara; esta configuracion
forma un bolsillo con cargas negativas en el interior de la cavidad (Lépez-Lucendo MF

etal., 2004). (Fig. 1.3.).

La Gal-1 se expresa en diferentes tejidos/6rganos humanos, incluyendo timo (Baum L et
al., 1995), colon (Hittelet et al., 2003), bazo (Ahmed et al., 1996), musculo liso
(Moiseeva EP et.al., 2000), ovario (Van den Brule F et al., 2003) sistema nervioso
(Akazawa C et al., 2004), en la linea celular de leucemia promielocitica HL-60
(Couraud et al., 1989), en pulmoén (Gitt MA y Barondes SH, 1986; Hirabayashi Jet al.,
1989) y linea celular de hepatoma HepG2 (Abbott WM y Feizi T, 1989; UIT MA y
Barondes SH, 1991). Acorde a esta amplia distribucion, Gal-1 tiene funciones
biologicas pleotropicas, promover la proliferacion celular (Adams L et al., 1996; Vas
V et al., 2005), adhesion (Moiseeva EP et al., 2003) migracion (Moiseeva EP et al.,
1999), diferenciacion (Sasaki T et al., 2004), procesamiento de ARNm (Vyakarnam A
et al., 1997), transformacion neoplasica (Paz A et al., 2001) y apoptosis e induccion de
algunas células, como timocitos inmaduros (Perillo NL et al., 1997), linfocitos T
activados (Nguyen JT et al., 2001), células cancerigenas mamarias humanas (Wells V et
al., 1999), y linea celular de cancer de prostata LNCaP (Ellerhorst J et al., 1999). La
expresion de Gal-1 fue evidenciada en sitios de privilegio inmune: en la malla
trabecular ocular humana normal y glaucomatosa (Fautsch et al., 2003), placenta
(Hirabayashi J y Kasai K , 1988; Couraud POet al., 1989; Iglesias MM et al., 1998a), y
testiculo (Dettin L et al., 2003). En el testiculo, estudios inmunohistoquimicos revelan
la presencia de Gal-1 en células de Sertoli, peritubulares y de Leydig (Pollina U et al.,
1999). En bovino, se dispone de la secuencia completa de las Gal-1 de corazon y de la
linea celular de fibroblastos EBTr (Abbot W N y Feizi T, 1989) y de bazo (Liao DI et
al., 1994). Otras galectinas secuenciadas son las de pulmon y ttero de rata, (Clerch et

al., 1988), cerebro (Hynes MA et al., 1990) y corazoén de cerdo (Merkle RK et al.,



1989). Perfiles diferentes de expresion de lectinas se han demostrado en células
cancerigenas, comparados con células normales (Van den Brule F et al., 2004; Liu FT y
Rabinovich GA, 2005). Varios estudios han demostrado un incremento en la expresion
de Gal-1 en diferentes tumores, entre ellos astrocitomas (Camby I et al., 2001),
melanomas (Rubinstein N et al., 2004), y carcinomas tiroideos (Xu Zet al., 1995).
Ademas, existe una fuerte relacion entre la expresion de Gal-1 y la malignidad de
gliomas (Yamaoka et al., 2000). Contrariamente, un descenso de la expresion de la

lectina fue documentado en cancer de cabeza y cuello (Choufani G et al., 1999).
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Fig. 1.3. Estructura de la Gal-1 .a) Diagrama de la estructura cristalina de la galectin-1 humana, basado
en analisis cristalograficas de rayos x del complejo proteina/ lactosa. El homodimero se muestra con cada
mondmero de color diferente y se presentan vistas ortogonales. La interfase entre las subunidades se basa
en interacciones entre los dominios de carboxilo y amino-terminal de cada subunidad. b) Interacciones
entre los residuos de aminoéacidos claves dentro del DRC de Gal-1 cuando la lactosa esta unida
(izquierda) y cuando el azlcar no esta enlazado (derecha). ¢) Secuencia primaria de Gal-1 humana con
los residuos numerados correspondientes a los resaltados en la estructura cristalina (arriba) (Cummings

RD et al., 2009).



1.1.2. Papeles biol6gicos de las galectinas

Inicialmente se pensd que las galectinas s6lo se unian a glicanos endégenos (“propios”)
y mediaban los procesos de desarrollo incluyendo la diferenciacion celular y la
organizacion tisular y, posteriormente se incluyd, la regulaciéon de la homeostasis
inmune. (Leffler H et al., 2004; Yang R et al., 2008) (Fig.1.4.). Sin embargo, ha
quedado claro que las galectinas también se unen a los glicanos de superficie de
microbios potencialmente patogenos y de algunos parasitos que median las funciones
de reconocimiento, efectoras de la inmunidad innata (Sato S et al., 2004). Los glicanos
que contienen cadenas de polilactosamina [(Galf1,4GlcNAc)n], tales como la laminina,
la fibronectina, las proteinas de membrana asociadas a los lisosomas, y las mucinas,
son los ligandos endogenos preferidos de las galectinas de los mamiferos, las aves y los
anfibios (Fang R et al., 1993; Seetharaman J et al., 1998;). No obstante, la funcion
bioldgica de una galectina particular puede variar de un lugar a otro, dependiendo de la
disponibilidad de los ligandos apropiados. Sin embargo, las propiedades de union y las
funciones bioldgicas de las galectinas en el ambiente extracelular oxidativo, pueden
depender de su unidon inmediata al ligando, lo que previene la oxidacion de los residuos
de cisteina libres, asi como de la susceptibilidad a la proteolisis (Lobsanov YD et al,.
1993; Liao DI et al., 1994). La union de las galectinas a los glicolipidos de la superficie
celular que contienen B—galactosidos y glicoproteinas, puede conducir a la formacion de
redes que agrupan a estos ligandos en microdominios “raft” (en balsa) de lipidos que se
requieren para la transmision Optima de sefales relevantes para la funcion celular
(Rabinovich GA et al., 2007; Partridge EA et al., 2004) (Fig.1.4.). Las galectinas en
soluciéon pueden formar especies multivalentes en un equilibrio dependiente de la
concentracion (Morris S et al., 2004). Las galectinas de tipo proto se asocian como
dimeros unidos de forma no covalente a través de una interfase hidrofobica, mientras
que la galectina-3 se asocia via su dominio N-terminal para formar oligdmeros que en la
presencia de oligosacaridos multivalentes en solucion o en la superficie celular
despliegan una cooperacion para el enlace. Las galectinas bivalentes del tipo repeticion
en tdndem pueden reconocer diferentes ligandos sacaridos con un polipéptido sencillo,
aunque también pueden formar agregados de orden mds elevado que mejoran su
afinidad. El ensamblado de galectinas mediados por “rafts” de lipidos que modulan el
recambio de receptores endociticos, sefaliza vias de transduccion que conducen a la

activacion de células T, secrecion de citocinas, apoptosis, maduracion de células B,



activacion y tolerancia, activacion de neutréfilos que conduce a la fagocitosis, estallido
oxidativo, liberacion de proteasas y citocinas. Asi, se ha propuesto que las redes de
galectina-glicoproteina en la superficie celular funcionan como un “interruptor de
encendido-apagado” que regula la proliferacion celular, la diferenciacion y
supervivencia, incluyendo la respuesta inmune y la tolerancia (Brewer CF et al., 2002;

Dam TK et al., 2008).
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Figura. 1.4. Papel bioldgico de las galectinas. Tomado de Vasta GR 2010
1.1.2.1. Funcionesen el desarrollo temprano

Se ha propuesto que las galectinas participan en diversas funciones biologicas
relacionadas con el desarrollo y neoplasias. Esto se ha basado en su unién a las
fracciones “propias” de los carbohidratos, tales como los glicanos que contienen
polilactosamina y que abundan en la superficie celular y en la matriz extracelular. Se ha
planteado que las galectinas de pollo participan en la fusion de mioblastos, mientras
que las galectinas-1 y -3 de murinos tendrian algun papel en el desarrollo de la
notocorda, en la somitogénesis, y en el desarrollo del tejido muscular y del sistema
nervioso central (Cooper DN et al., 1991; Fowlis D et al., 1995). A pesar de la amplia
disponibilidad de ratones genéticamente modificados, las cepas que carecen de
mutaciones para las galectinas no han podido manifestar fenotipos “overt”, debido

probablemente a la superposicion parcial de la funcion de las galectinas (Colnot C et al.,



1998; Colnot C et al., 2001). Asi, otros modelos tratables genéticamente dotados con un
repertorio menos diversificado de galectinas tales como la Drosophila y el pez zebra se
han convertido en atracciones alternativas de estudios de estas galectinas selectas con

resultados prometedores (Pace KE et al., 2002; Ahmed H et al., 2004).
1.1.2.2. Funcionesen lainmunidad innatay adaptativa

Las galectinas participan en la regulacion de la inmunidad innata y adaptativa (Vasta
GR et al., 2009; van Die I et al., 2010). Los papeles recientemente propuestos de las
galectinas en las funciones inmunes han recibido mayor soporte por su habilidad de
reconocer directamente a los patdogenos microbianos (Vasta GR et al., 2009), una
propiedad bien caracterizada en otros tipos de lectinas, tales como las lectinas C y F, las
ficolinas y las pentraxinas. Aunque los papeles de las lectinas en el reconocimiento no
autélogo son particularmente criticas en los invertebrados, puesto que estos organismos
carecen de inmunoglobulinas y rara vez dependen de los mecanismos de la inmunidad
innata Unicamente para el reconocimiento de patégenos microbianos potenciales (Vasta
GR et al,, 1999) , la susceptibilidad/resistencia a varias enfermedades infecciosas en
los humanos estan determinadas por la presencia de ciertos alelos de lectinas (Dias
Baruffi et al.,, 2010). Las galectinas tanto de vertebrados como de invertebrados
reconocen varios patdogenos virales, bacterianos y protozoarios parasitos (Vasta GR
2009). Las galectinas estan localizadas y distribuidas de forma precisa en los tejidos de
mamiferos, incluyendo la mayoria de las células del sistema inmune innato (células
dendriticas, macrofagos, células mastociticas, células asesinas naturales, células T
gamma/delta y células B-1) y adaptado (células B y T activadas), asi como en otros
tipos celulares (Rabinovich GA et al., 2007; Stowel SR et al., 2008). Desde principios
de los noventas el cuerpo de evidencia experimental (in vitro e in vivo) ha aumentado
para apoyar los papeles de las galectinas expresadas por estas células y por las células
del estroma circundante en el desarrollo y regulacion de la homeostasis inmune innata y,
asi como en las respuestas a los retos infecciosos y alérgicos y al cancer. Las galectinas
liberadas por las células del estroma en compartimentos centrales contribuyen a la
diferenciacion de los precursores de las células inmunes. El desafio inmune y las
diferentes condiciones patologicas pueden conducir a una posterior activacion y
diferenciacion de las células inmunes, y modular la expresion y liberacion de las

galectinas al espacio extracelular donde pueden tener efectos autocrinos o paracrinos



sobre la regulacion inmune. Las galectinas liberadas por las células inmunes pueden
formar oligobmeros y construir redes en la superficie celular que conducen a la
activacion de las vias de sefializacion transmembranales que modulan las funciones de
las células inmunes, incluyendo, por ejemplo, la adhesion y migracion celulares, la
apoptosis de células T, y el equilibrio de citocinas Th1/Th2 (Rabinovich GA et al.,
2007). Ademas, las galectinas liberadas en el ambiente extracelular bajo condiciones
anormales pueden constituir “sefales de peligro” o, ejercer su actividad sobre otras
células, mediante los mastocitos, inducir la desgranulacion y liberacion de factores
(histamina, por ejemplo) que representan las “sefiales de peligro” que conducen a la
activacion de los mecanismos inmunes en la ausencia del reto antigénico (Sato S et al.,

2004).

Respecto a las respuestas inmunes de adaptacion, se ha propuesto que las galectinas
son reguladores de la homeostasis de las células inmunes (Rabinovich GA et al., 2002).
Las interacciones entre las células del estroma de la médula 6sea y los compartimentos
timicos y los precursores linfociticos son criticos para su desarrollo, seleccion y
posterior progreso hacia la periferia. En este aspecto, las interacciones mediadas por
galectinas pueden modular la maduracion y diferenciacion de las células B en los
compartimentos inmunes tanto centrales como periféricos (Rossi B et al., 2006). De
forma similar, desde sus etapas tempranas de desarrollo en el compartimento timico
hasta la remocion de las células T activadas maduras en la periferia, la regulacion de la
supervivencia de las células T es critica para una respuesta inmune controlada. La
galectina-1 puede regular la proliferacion de las células T y la apoptosis a través de la
unidon y agrupamiento de los glicoconjugados de la superficie celular ricos en
lactosamina hacia los microdominios de membrana segregados (Rabinovich GA et al.,
2007b). La galectina-1 puede tener efectos pro- y anti-apoptoticos sobre las células T
dependiendo de la etapa de desarrollo y el estado de activacion de la célula, y el
microambiente en el que tiene lugar la exposicion. No obstante, los efectos de la
galectina-3 en la supervivencia de la célula T, dependen de si la proteina se produce
endogenamente (anti-apoptotica) o por exposicion exdgena (pro-apoptdtica) (Liu FT et
al., 2007). Las galectinas también ejercen funciones reguladoras en la homeostasis de
las células T y en las cascadas de senales provocadas por su unidén, mientras que la
formacion de redes en la superficie de las células T tiene implicancias en varios eventos

“corriente abajo” que modulan su diferenciacion, activacion funcional y produccion de

10



citocinas anti- y pro-inflamatorias. Los efectos de las galectinas sobre la sintesis de
citocinas por las células T hacen que la secrecion final determine la polarizacion de

Th1/Th2 de la respuesta inmune.

Mediante la reduccion de IFN-y y IL-2 y la producciéon aumentada de IL-5, IL-10 y
TGF-B, la galectina-1 desvia el equilibrio de una respuesta Thl-polarizada hacia una
respuesta Th2, mientras que al reducir los niveles de IL-5, la galectina-3 tiene el efecto
opuesto (Yang R et al.,2008) . Finalmente, dados los papeles reguladores de las
galectinas sobre las células que median la respuesta inmunolodgica tanto innata como
adaptativa, sus efectos pueden ser benéficos o perjudiciales en condiciones patoldgicas
que se traducen en una respuesta inmune exacerbada o disminuida. Por ejemplo, en
desordenes inflamatorios, inmunoldgicos y autoinmunes, ademas del cancer (Yang R et

al., 2008).

En el contexto del sistema inmune la expresion de galectinas es baja en células virgenes
y en reposo pero aumenta considerablemente luego de un estimulo de activacion y/o
diferenciacion, como en el caso de linfocitos T, linfocitos B y macréfagos activados
(Rabinovich et al., 1998; Rabinovich et al., 2004). Las galectinas pueden localizarse en
diferentes compartimientos y se han descripto diversas funciones intracelulares y

extracelulares para las mismas (Tabla 1.1.).
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Tabla 1.1. Efectos de diversas galectinas sobre la regulacion del ciclo celular, la diferenciacion y la

apoptosis. (Tomado y modificado de Ilarregui 2009)

Galectina-1

e Induce apoptosis a células T activadas

e Seexpresaen T activadasy Treg

e Induce estado de activacion alternativa en macréfagos

e Participa en el escape tumoral de melanoma y linfoma
Galectina-2

e Induce apoptosis a células T activadas

e Modula citoquinas proinflamatorias
Galectina-3

e Extracelular: Induce apoptosis a células T activadas

e Intracelular: Tiene propiedades antiapoptdticas

e Induce la migracion de monocitos y macrofagos
Galectina-4

e Induce la produccion de IL-6 en células CD4+
Galectina-7

e Participa en la diferenciacioén de queratinocitos
Galectina-8

e Aumenta la adhesion de neutrofilos
Galectina-9

e Induce apoptosis de células T activadas

e Induce la maduracion de células dendriticas y la secrecion de IL-12

e Quimioatraccion de Eosinofilos
Galectina-10

e Se expresa en eosindfilos y basofilos

e Contribuye la funcion de Treg
Galectina-12

e Participa en el control del ciclo celular

e Se expresa en tejido adiposo

e Participa en la diferenciacion de adipositos
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1.1.2.3. Las galectinas como receptores con patrones de

reconocimiento (RPR)

Se ha descripto que las galectinas se unen a glicanos de la superficie de virus, bacterias,
protistas y hongos (Vasta GR et al., 2009). Asi, el papel potencial de las galectinas
como RPR se ha convertido en un area de creciente atencion. Ademas, la considerable
diversidad del repertorio de galectinas en cada organismo y las variaciones
substanciales o sutiles en la especificidad de cada galectina en relacion con sus glicanos
blanco, que es determinada por unidades repetitivas, ramificaciones o substituciones de
oligosacaridos, sugiere que existe una extensa diversidad y plasticidad en la capacidad
de las galectinas para el reconocimiento no autélogo. La presencia de células dendriticas
candnicos y extendidos junto con las propiedades de union independientes de
carbohidratos que tiene la region N-terminal de la galectina-3, también sugiere que las
galectinas tienen una capacidad de reconocimiento diversificada substancialmente.
Asimismo, las galectinas de los tres tipos descritos (proto, quimera o repeticion en
tandem) pueden formar oligomeros, mientras que sus propiedades de union
multivalente, incluyendo la afinidad que estan incrementadas. Evidentemente, capacitan
a las galectinas para participar efectivamente, tanto en el reconocimiento directo de
patdogenos y pardsitos como en los procesos ‘“corriente abajo” que llevan a la
modulacién de las respuestas innata y adaptativa. Si el reconocimiento mediado por
galectinas es un mecanismo de defensa efectivo con un claro beneficio para el huésped
0 no todavia esta por aclararse, excepto en unos pocos ejemplos. Es digno de mencionar
que un glicano particular en la superficie de un microorganismo o parasito puede ser
reconocido por multiples galectinas y que el resultado de la interaccion difiere
considerablemente dependiendo del tipo de galectina involucrada y de la concentracion
de la galectina en una superficie celular especifica o en un determinado microambiente
extracelular. Esto, en cambio, determina el nivel de formacién de oligdmeros y la
cooperacion de union al ligando y la activacion potencialmente antagonista o sinergista
de las vias de sefiales de patdgenos (por ejemplo, la modulacién de la activacion

inmune o la produccion y secrecion de citocinas) (Rabinovich GA et al., 2007a)
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1.1.2.4. Galectina-1 en la regulacion de la funcién de células T

reguladoras (Treg)

La funcion supresora de los linfocitos Treg es esencial para el mantenimiento de la
homeostasis periférica al regular el grado de activacion de los linfocitos T durante la
respuesta inmunoldgica. La carencia de la actividad de linfocitos Treg conduce a
condiciones patologicas caracterizadas por una exacerbada respuesta inmunologica. En
el 2007, Garin et al reportaron que los linfocitos Treg humanos sobreexpresan la
galectina-1 y dicha expresion se incrementa en linfocitos Treg activados con
anticuerpos anti-TCR. El bloqueo de la galectina-1 con anticuerpos monoclonales
inhibe la actividad supresora de dichos linfocitos Treg, (Garin et al., 2007) sugiriendo

que la galectina-1 es un regulador de la funcion de linfocitos Treg.

La Gal-1 es importante en la funcién inmunolégica y la regeneracion del musculo, pero
su expresion y localizacion en los tejidos adultos y leucocitos siguen sin estar claros.
Para estudiar este aspecto se ha obtenido un anticuerpo monoclonal especifico contra
la Gal-1, denominado ahGal-1, que define un epitope capaz de reconocer la secuencia
de péptidos , que conservan Gal-1 en humanos y porcinos, pero no Gal-1 en murino.
Con el uso de la ahGal-1, encontraron que Gal-1 se expresa en una amplia gama de
tejidos porcinos, incluyendo el musculo estriado, higado, pulmon, cerebro, rifion, bazo e
intestino. En la mayoria de los tipos de células, Gal-1 presenta una difusa expresion
citosolica, pero en las células dentro de la pulpa roja del bazo, demuestran la

localizacion de la Gal-1 tanto nuclear como citosolica. (Dias Baruffi et al., 2010).

1.1.2.5. Infeccidon del huésped mediada por galectinas inducida por

patdgenosy parasitos

En algunos casos, el reconocimiento de microbios por las galectinas del vector o del
huésped promueve su adhesion, la entrada a la célula del huésped o la persistencia de la
infeccion, ademas de modular la respuesta inmune del huésped. Asi, estos patdogenos y
parasitos “subvertirian” los papeles de las galectinas como RPR del huésped o del
vector para adherirse o lograr entrar a las cé€lulas de éstos. Esto se ilustra claramente,
por la participacion de las interacciones de galectinas en los mecanismos de infeccion

del VIH. En contraste con el papel inhibitorio de la galectina-1 en la fusion celular
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mediada por paramixovirus, la galectina-1, que abunda en los 6rganos que representan
los principales reservorios del VIH-1, tales como el timo y los nodulos linfaticos,
promueven la infeccion por VIH-1 al facilitar la adhesion del virus al receptor CD4 y
aumentar la eficacia de la infeccion (Ouelletet M al., 2005; Mercier S et al., 2008).
Estudios recientes mostraron que la galectina-1 aumenta la cinética de adsorcion del
VIH en los monocitos derivados de los macrofagos del huésped, lo que facilita la
infectividad del VIH-1 al acortar el tiempo requerido para el establecimiento de la
infeccion. Ademas, la galectina-1 también funcionaria como un receptor soluble “tipo
basurero” e incrementa la ingestion del virus por los macrofagos que, junto con la
evidencia de que la galectina-1 esta presente en el liquido seminal, cabezas y colas de
las espermatides tardias, llevo a extender la propuesta de que la galectina-1 también

puede facilitar la transmision sexual del VIH-1 (Mercier S et al., 2008).
1.2. Plaquetas

1.2.1. Introduccion

La hemostasia supone un complejo conjunto de procesos que involucran al vaso
lesionado, componentes tisulares, moléculas del plasma y elementos formes de la
sangre. Por otra parte, tras la detencion de la hemorragia se ponen en marcha
mecanismos destinados a reparar la pared vascular y restablecer la circulacion de la

sangre a sus condiciones previas a la lesion.

La hemostasia consta de tres componentes principales, cuyos efectos se superponen

parcialmente en el tiempo e interactuan entre si:

La reaccion vascular y plaquetaria produce la hemostasia primaria, que es reforzada y
sostenida por el coagulo, cuya formaciéon se denomina, por ello, hemostasia
secundaria. En conjunto, las plaquetas aglutinadas y el coagulo constituyen un eficaz
tapén hemostatico. A su vez, dicho tapon estimula la reparacion vascular. Una vez
reparada la pared vascular, el tapon debe disolverse mediante mecanismos fibrinoliticos

que permiten el restablecimiento de la circulacion de la sangre.
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1.2.2. Produccion y caracteristicas estructurales de las plaquetas.

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos anucleados que se producen como
consecuencia de la ruptura de los megacariocitos de la médula 6sea, las cuales son
células extraordinariamente grandes (20 um de diametro), con un nucleo altamente
poliploide y un citoplasma subdividido por capas de membranas onduladas. Se forman a
partir de vesiculas que se desprenden en grandes cantidades de las membranas externas
de los megacariocitos. Circulan en la sangre en forma de disco (discocitos) de
aproximadamente 3 pm de didmetro, 4 — 7 pm’ de volumen y 10 pg de peso. Poseen
carga eléctrica negativa en su superficie. Su concentracion normal en la sangre es de
150 a 350 x 10 /mL y su tiempo de vida media en sangre es de 7 a 10 dias. Junto a los
eritrocitos y leucocitos constituyen los elementos formes de la sangre. Poseen algunos
elementos comunes a otras células y otros que las distinguen y caracterizan. (Bick RL.

1997; Morgorstern E 1997; Garcia E et al., 2000)

El proceso de trombopoyesis dura aproximadamente 7 dias. La trombopoyetina, una
hormona con funciones similares a la eritropoyetina actua estimulando el proceso de
tromboyesis, dicho proceso exhibe algunas caracteristicas asociadas a apoptosis,
incluyendo la reorganizacion, la condensacién de la membrana y el plegado del
citoesqueleto. Se inicia a partir de una célula progenitora multipotencial comtn a las
series, eritroide, mieloide y megacariocitica (CFU-GEMM). De esta célula derivan las
células progenitoras comprometidas para megacariocitos (CFU-Meg). Tras una primera
fase proliferativa, las células progenitoras sufren una intensa division nuclear sin
division celular, dando lugar al megacarioblasto que es una célula gigante con un gran
nucleo multilobulado y una carga cromosomica poliploide. En el megacarioblasto se
inicia la maduracion del citoplasma formandose los organoides en gran cantidad. Una
vez completado este proceso madurativo, la célula se ha transformado en megacariocito.
El megacariocito por ultimo sufre un proceso de fragmentacion de su citoplasma
origindndose las plaquetas o trombocitos que abandonan la médula 6sea. Cada
megacariocito produce entre 2.000 y 7.000 plaquetas. La regulacion de la
megacariocitopoyesis esta determinada por la presencia intracelular de factores de
transcripcion en las células progenitoras y por citoquinas presentes en el microambiente
medular (Gordge M.P., 2005; Gal Iglesias B et al, 2007). Se piensa que un proceso

apoptdtico especializado podria conducir la génesis de la plaqueta y su posterior
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liberacion. La apoptosis se ha descripto en los megacariocitos (Radley J.M. y Haller
J.C., 1983) y se ha encontrado que es mas prominente en megacariocitos maduros en
comparacion con las células inmaduras (Falcieri E. et al., 2000). Sin embargo, los
mecanismos que regulan la apoptosis megacariocitica son poco conocidos. Por lo tanto,
la transicion del megacariocito a las plaquetas es un proceso complejo. Aunque los
mecanismos bdasicos de la produccioén plaquetaria se han investigado, la aclaracion de
los controles moleculares especificos y de los acontecimientos celulares implicados en
la formacion y la liberacion de la plaqueta es una tarea inconclusa. Por lo tanto,
quedaria todavia dilucidar: (a) que factores inducen en megacariocitos inmaduros la
formacion de proplaquetas, (b) identificar el mecanismo de liberacion de plaquetas a
partir de las proplaquetas, y (c) comprender como el citoesqueleto conduce a los
acontecimientos que dan lugar a la producciéon de las proplaquetas. El examen
minucioso de los defectos genéticos que dan lugar a desérdenes de la plaqueta, ademas
de los estudios moleculares, celulares y bioquimicos que continian haciéndose en los
megacariocitos, proporcionardn en un futuro, una comprension mas clara de estos

procesos (Patel SR. et al., 2005).

La estructura de la plaqueta (Fig. 1.5.) se adapta a la gran variedad de funciones que
deben desempefiar, con zonas anatomicas preferentemente dedicadas a cada una de
ellas, a saber: en la membrana plaquetaria se producen las interacciones con el exterior,
el citoesqueleto es el responsable de la contraccion celular, los granulos especificos
almacenan sustancias prohemostaticas, procicatrizantes y activadoras de las propias
plaquetas y los sistemas membranosos amplifican la superficie plaquetaria y alojan
componentes quimicos involucrados en la activacion. Las plaquetas, ademads, poseen
estructuras anatomicas destinadas a algunas funciones celulares inespecificas, como el
metabolismo energético, con una escasa capacidad de sintesis, y mecanismos de

endocitosis y exocitosis. (Diaz- Ricart M et al., 1995)
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Figura. 1.5. Estructura de la Plaqueta

1.2.2.1. Membrana plasmatica

La membrana plasmatica de la plaqueta, como ocurre con otras células, media en las
interacciones con el medio externo, ocupando, por eso, un papel central en su fisiologia.
Es una tipica unidad de membrana con un contenido particular en determinados,

fosfolipidos, glicolipidos, y glicoproteinas.

Los fosfolipidos son particularmente ricos en acido araquidénico, el acido graso
precursor de la sintesis de eicosanoides, estas sustancias implicadas en la transmision de
las sefales recibidas en la membrana. Los fosfolipidos se distribuyen asimétricamente
en la bicapa y los que poseen carga negativa, tales como el fosfatidilinositol,
fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina se localizan preferentemente en la capa interna.
(Coller et al., 1984) Esta distribucion tiene, también, un significado funcional, ya que
sirven como sustratos para enzimas intracelulares (fosfolipasas) durante la activacion
plaquetaria. Algunos fosfolipidos y sus derivados tienen propiedades agregantes, sobre
todo el factor activador de plaquetas (PAF), o actividad procoagulante, como es el caso

del factor plaquetario 3 (PF3), y se tornan accesibles cuando la plaqueta es activada,
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debido a una reorganizacion de los componentes de la membrana. (Moriau M et al,.
1990). La membrana plaquetaria contiene un gran niamero de glicoproteinas con una o
mas cadenas ramificadas de polisacaridos, que forman parte de la cubierta exterior o
"glicocalix", que confiere la carga negativa a la superficie de la plaqueta. (Nurden AT

et al., 1987)

La membrana plasmatica tiene una composicion en glicoproteinas variable (Fig. 1.6.).
Durante el proceso de secrecion, se produce la fusion de las membranas de los granulos
intraplaquetarios con la membrana plasmatica a través del SCA, lo que permite la
exposicion de antigenos internos en la superficie de la plaqueta. Glicoproteinas como la
GMP140, que existe s0lo en las membranas de los granulos a, y la GP53 de la
membrana de los lisosomas de las plaquetas en reposo, pasan a expresarse en la
superficie después de la activacion y secrecion de las plaquetas. Asi, la composicion de
la membrana plasmatica depende del estado de activacion de la plaqueta. (Nieuwenhuis
HK et al,. 1987; Stemberg PE et al,. 1985; Monteiro MC et al,. 2001) Las glicoproteinas
clasicas han sido subclasificadas en distintas familias: integrinas, glicoproteinas ricas en
leucina y selectinas. Las glicoproteinas de la membrana plaquetaria actian como
receptores, mediando, entre otras, en tres importantes funciones: en la adhesion de las
plaquetas a componentes de la matriz extracelular de la pared vascular, en la agregacion
plaquetaria y en la interaccion de las plaquetas con otras células. (Kieffer N et al,

.1990).
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Figura 1.6. Esquema de la estructura de las principales glicoproteinas y receptores de membrana

plaquetaria. Se muestran las subunidades que forman las glicoproteinas indicadas en el texto.

Diversos receptores han sido ya clonados, secuenciados e identificados, (Bennett JS et
al,. 1990; Peerschke EI 1992; Schmitz G al,. 1998) al igual que sus caracteristicas

bioquimicas y funcionales.

1.2.2.2. Receptoresde lafamiliadelasintegrinas

Las integrinas son una familia de glicoproteinas de la membrana implicadas en
interacciones célula-matriz o célula-célula. Son heterodimeros constituidos por dos
subunidades, a y B, y para la mayoria de estos receptores el lugar de reconocimiento en
el ligando es el tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD). Este grupo incluye cinco receptores de
la membrana plaquetaria: GP IIb/Illa, GP la/Ila, GP Ic/Ila, GP Ic¢'/Ila y el receptor de la
vitronectina. (Lam SC et al,. 1989; RuoslahtiE.1991;GinsbergMHetal,.1993)

a) GPIIb/ll1a

El complejo GPIIb/Illa es la integrina mas abundante y se encuentra en forma de
heterodimeros allBb3, dependientes de calcio. Su funcién principal es la de receptor

para el fibrin6geno, mediando la agregacion plaquetaria. Las plaquetas normales
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contienen alrededor de 50.000 complejos GPII/IIla en la membrana plasmatica; no
obstante, otros de estos complejos estan presentes en las membranas del SCA y de los
granulos o, y pueden expresarse en la superficie, después de la activacion de las

plaquetas. (Peerschke E et al,. 1992; Shattil Setal,.1985)

El complejo GPIIb/IIla actia como receptor para otras proteinas adhesivas, ademas del
fibrindgeno, tales como la fibronectina, el factor de von Willebrand (VWF) y la
vitronectina. A través de uniones con estas proteinas adhesivas, interviene en el proceso
de adhesion al subendotelio. Estos complejos solamente adquieren capacidad para
interactuar con las proteinas adhesivas, después de la activacion de la plaqueta. Tras la
activacion hay un incremento del niimero de complejos expuestos en la superficie, asi
como un incremento de su actividad resultante de alteraciones conformacionales que
conducen a la exposicion de los lugares de union. El reconocimiento de los ligandos por
el heterodimero implica la secuencia RGD y requiere Ca’" y Mg”". (Shattil S et al..

1985; Kunicki T 1981; Phillips D et al,.1991).

La unién al fibrindgeno induce otras alteraciones conformacionales en el complejo, las
cuales son responsables de la transmision de sefiales al interior de la plaqueta. La
participacion del complejo en la transduccion de la sefial después de la activacion
celular, incluye la regulacion de la fosforilacion de tirosinas, intercambio de Na+/H+,
agregacion de proteinas del citoesqueleto y entrada de calcio a través de la membrana.
Por otra parte, el complejo GPIIb/IIIa interviene en la retraccion del coagulo, uniendo la
red de fibrina extracelular al aparato contractil intracelular. (Parise L et al,. 1990;
Fujimoto T et al, .1991; Bachelot C et al,. 1992; Shattil S et al, .1993)
Por todo lo expuesto, podemos concluir que la presencia de GPIIb/Illa es
imprescindible para que haya agregacion plaquetaria y hemostasia normal. Este hecho
se evidencia en la enfermedad hemorrdgica congénita designada por trombastenia de

Glanzmann, determinada por la falta de este complejo funcional.
b) GPla/lla

GPIa/lla es el receptor para el coldgeno, corresponde al heterodimero o8, y estd
presente en la plaqueta en un niimero aproximado de 2.000 moléculas por célula. Este
receptor funciona en el proceso de adhesion a la matriz extracelular, y también esta

implicado en la agregacion de las plaquetas inducida por el colageno. La unién al
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colageno depende de Mg®" y Mn®" (Clemetson K et al, 1991; Catimel B et el, .1991).
c) GPIc/lla,GPIc'/I1ay el receptor delavitronectina

GPIc/Ila, G Ic'/lla y el receptor de la vitronectina, corresponden a las integrinas
minoritarias de la membrana plaquetaria asB;, a¢B y avB, y son, respectivamente, los
receptores para la fibronectina, laminina y vitronectina® (Clemetson K et al,. 1991;

Catimel B et al,. 1991; Preissner K et al,.1991)

1.2.2.3. Glicoproteinasricasen leucina (LRG)

A la familia de las glicoproteinas ricas en leucina pertenecen proteinas con funciones
muy diversas, que tienen en comun la presencia de un nimero variado de copias de un
segmento, con una secuencia de 24 residuos de aminoécidos rica en leucina (LRG). En

este grupo estd incluido el complejo GP Ib/IX/'V de la membrana

plaquetaria. (Clemetson K et al., 1991; Roth G et al., 1991, Modderman P et al., 1992)

a) GPIb/I X/V

El complejo glicoproteico GPIb/IX/V es un receptor especifico implicado en la
adhesion y agregacion plaquetaria. Es el principal responsable de la adhesion de las
plaquetas al subendotelio en zonas vasculares donde prevalecen condiciones de flujo
caracterizadas por una elevada tension de cizallamiento. Este complejo interactiia con
las estructuras subendoteliales, principalmente con el coldgeno, a través de un ligando
adhesivo, el factor de von Willebrand (vWF). El vWF es una proteina multimérica
constituyente de la matriz subendotelial, que estd presente en los granulos o de la
plaqueta, desde donde es secretado durante la activacion, y circula en la sangre
formando un complejo con el factor VIII de la coagulacion (FVIII:c) (Fressinaud E et

al.,1991;Meyer D etal.,1993)

El receptor GPIb/IX/V también funciona como lugar de unién de alta afinidad para la
trombina, participando en la propagacion de la respuesta a este importante agonista en la
activacion y agregacion plaquetaria. (Roth G et al., 1991; Ruggeri Z et al., 1991)
Se estima que el numero de moléculas de este complejo se aproxima a 25.000 /
plaqueta, siendo la segunda glicoproteina mas abundante de la membrana

citoplasmatica. La GPIb es la principal sialoglicoproteina de la membrana de las
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plaquetas y, como tal, es responsable en gran medida de la carga negativa de las
plaquetas y de su comportamiento electroforético. (Nurden AT et al., 1987; Ruggeri Z
et al.,1991).

Aproximadamente el 70% de la GPIb total de la membrana estd asociada a la actina y
esta asociacion al citoesqueleto puede estar relacionada, tanto con el mantenimiento de
la forma de la plaqueta, como con la funcion de union del vWF. En las plaquetas en
reposo, el complejo esta unido al citoesqueleto a través de la proteina ligadora de actina
(ABP) y su exposicion en la superficie disminuye después de la activacion. (Fox J et

al., 1987; Michelson A et al., 1992; Nurden P et al., 1997).

La fosforilacion de receptores de la membrana puede constituir un importante
mecanismo de transduccion de la sefial después de la union del respectivo ligando. Sin
embargo, la fosforilacion de esta proteina no parece estar implicada en la transmision de
la sefial ni en la activacién plaquetaria. Al contrario, existen evidencias de que la
fosforilacion de la serina 166 en el dominio citoplasmatico de la GP Ib puede ser, en
parte, responsable del mantenimiento de la plaqueta en estado de reposo. (Fox J et al.,

1987;Ruggeri Z et al., 1991; Ternisien C et al., 1991)

El complejo GPIb/IX/V es esencial para la normal adhesion y activacion plaquetaria, lo
que se evidencia en los pacientes deficientes en este complejo. Tales alteraciones
resultan de anomalias congénitas, conocidas como sindrome de Bernard-Soulier, y

conducen a una tendencia hemorragica, la cual puede ser extremamente severa. (Nurden

AT et al., 1981; Clemetson K et al., 1982).
b) Otrosreceptores.

) GPIV:

La GPIV es una glicoproteina mayoritaria de la membrana plaquetaria y funciona
como receptor para la trombospondina. Existen alrededor de 23.000 moléculas de GP
IV por plaqueta, encontrandose la mayor parte de éstas en la membrana citoplasmatica
de la plaqueta en reposo. Se demostro la presencia de esta glicoproteina en la membrana
de los granulos a, y el aumento de su expresion en la superficie después de la

estimulacion de las plaquetas con trombina. (George J et al, .1986; Berger G et al,
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.1996).

Los lipidos y las proteinas en la membrana plasmatica estdn desigualmente distribuidos
y forman distintos microdominios denominados dominios de membrana enriquecidos
con glicolipidos (GEMs), identificados en la mayoria de las células y caracterizados por
su composicion en lipidos (glicoesfingolipidos, fosfolipidos saturados y colesterol) y
proteinas (Simona K y lkonen E, 1997).En plaquetas en reposo, los GEMs se
distribuyen uniformemente en la membrana plasmatica, pero luego de la estimulacion
plaquetaria por coldgeno o por trombina se produce la union rapida de los mismos
(“clustering”) (Bodin S et al., 2003). La presencia de una variedad de receptores
proteicos de membrana en los GEMs lipidicos tales como CD36, GPVI, GPIb-IX-V,y
FccRIla (Doria DJ et al., 1996; Wonerow P et al.,, 2002; Locke D et al., 2002;
Shrimpton CN et al., 2002; Bodin S et al., 2003) asi como las proteinas implicadas en la
sefalizacion celular tales como LAT (proteinas adaptadoras de transmembrana),
quinasas de la familia de tirosin-Src (Fyn y Lyn) y fosfatidilinositol fosfato (Bodin S et
al. 2003), llevaron a concluir que estos dominios lipidicos desempefian un papel
importante en el proceso de transduccion de sefiales de activacion, demostrado con

trombina o coldgeno (Bodin S et al. 2003).

Por otro lado, se sabe que el coldgeno tipo I y tipo III son moléculas trombogénicas
vasculares que se localizan en el subendotelio. Se exponen rapidamente luego de una
lesioén vascular, para interaccionar con las plaquetas, participando de esta manera en la
fase temprana de la hemostasia. Varios receptores plaquetarios para el coldgeno se han
descripto en la literatura, los mas importantes fisiologicamente son GPlalla (integrina

a2 B1) y GPVI (Nieswandt B y Watson SP 2003).

Se ha descripto un receptor para el colageno de tipo IIl, denominado TIIICBP
(proteina que une al colageno tipo III de 68-72 kDa) (Monnet E y Fauvel-Lafeve, 2000),
que reconoce especificamente una secuencia octapéptidica del colageno tipo III
humano. Este octapéptido representa una secuencia minima del coldgeno tipo III capaz
de interaccionar con la plaqueta (Fauvel F et al., 1979). La unién del octapéptido a las
plaquetas induce la fosforilacion de TIIICBP y de otras proteinas implicadas en la
sefalizacion de la activacion plaquetaria por coldgeno, tal como la cadena c de la region
Fc del receptor de inmunoglobulina y la proteina LAT (Maurice P et al., 2004). Se ha

investigado la localizacion de TIIICBP en plaquetas y se ha demostrado que esta
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asociado a la membrana plasmatica y al SCA en plaquetas en reposo, y se redistribuye
al exterior de la membrana plasmatica cuando la plaqueta se activa por colageno.
También, durante la activacion plaquetaria inducida por coladgeno, la GPVI juega un
papel esencial en la transduccion de sefial, migra en los GEMs y se une con uniones no
covalentes a la cadena ¢ de FcR (Locke D et al. 2002), la cual contiene un motivo de
activacion del inmunoreceptor tirosina (ITAM). El ITAM es fosforilado por la familia
de Src tirosinquinasas, Fyn y Lyn, constitutivamente asociados con dominios
citoplasmaticos de GPVI (Suzuki K-Inoue et al. 2002). La asociacion entre la GPVIy la
cadena ¢ de FcR ocurre en los GEMs y varios estudios han demostrado que la ausencia
de GPVI (Nieswandt B et al. 2001; Kato K et al. 2003; Kuijpers M Jet al. 2003), su
anulacion por anticuerpos especificos (Lecut C et al. 2003; Siljander PR et al. 2004) o la
competicion con una forma soluble de GPVI (Massberg S et al. 2004; Griiner S et al.
2005) inhibe la formacion de la agregacion plaquetaria superficial en condiciones de
flujo normales. Por lo tanto, la presencia de TIIICBP en los GEMs, en asociacién con la
cadena c de FcR, sugiere que existe una cooperacion potencial entre TIIICBP y la
GPVI. El THICBP podria asociarse con la GPVI que se mueve a los GEMs durante la
agregacion plaquetaria por coldgeno tipo IIl y contribuir a la activacion completa de

PLCc2, movilizacion de calcio y a la activacion de GPIIblIla (Maurice P. et al. 2004).

Se sabe que la unién de antagonistas a TIIICBP, puede deteriorar la transferencia de
GPVI a los GEMs, y su asociacion con la cadena ¢ de FcR. Finalmente, la localizacion
de TIIICBP en los GEMs y su asociacion con la elasticidad del citoesqueleto, daria
informacion sobre la naturaleza fisica de este receptor, como por ejemplo, que
contendria un dominio transmembrana altamente hidrofoébico y una cola citoplasmica

capaz de unir a las proteinas del citoesqueleto (Maurice P. et al., 2006).
1.2.2.4. Citoesqueleto plaquetario

El citoesqueleto de la plaqueta consiste en una red de estructuras filamentosas que
mantienen la forma discoide de la plaqueta en reposo.(Isenberg et al ,.1995; Patel et al .
2005 ) Incluyen filamentos de actina, (Debus E et,.al 1981, Zobel CR 2001), el anillo
marginal de microtabulos, (White JG et al ,. 1986), moléculas de miosina ( Tanaka K
et,.al 1998) asi como moléculas de unidn a actina como filamina, espectrina, vinculina,

talina, tropomiosina entre otras, todos ellos formando el esqueleto membranoso y
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citoplasmatico plaquetario. Por otro lado, el citoesqueleto tiene el papel de dirigir y
promover los cambios rapidos de forma inducidos por la activacion plaquetaria. (Fox

JE 2001; Garcia E et al, 2006).

Dentro de las proteinas entrecruzadoras de actina filamentosa (Actina- F) como la
espectrina, la fibrina o la alfa actinina, la filamina A (FLNa) es la mas eficiente en
formar geles ortogonales tridimensionales con actina. Ademads, une al citoesqueleto
periférico de actina con la membrana celular a través de su dominio C-terminal de union
a glicoproteinas de membrana. La filamina mantiene la citoarquitectura plaquetaria y es
esencial para el movimiento, cambio de formas que suceden durante la activacion
plaquetaria. Estudios previos han mostrado que una gran variedad de proteinas con
distintas funciones tales como transduccion de sefiales, regulacion de la transcripcion de
genes y movilizacion de receptores se asocian a la filamina, sugiriendo que ésta puede
actuar como andamiaje u organizador de proteinas. (Garcia E et al, 2006) La actividad
del citoesqueleto depende de tres tipos de filamentos: a) filamentos de actina
(microfilamentos), formados por mondmeros de actina y proteinas accesorias
entrecruzadoras de actina, entre las que destaca la filamina, b) microtubulos formados
por tubulina y proteinas accesorias a ¢€sta, como la proteina tau y c¢) filamentos

intermedios que incluyen proteinas como la vimentina o la laminina. (Garcia E et al,

2006)

Otras proteinas que se han encontrado en la membrana del citoesqueleto son: talina,
vinculina, proteina relacionada con distrofina, moléculas implicadas en sefiales de
transduccion y varias isoenzimas como las proteinas quinasas C. La proteina vimentina
(PM 58 kDa), es un importante componente de filamentos intermedios, esta presente en
plaquetas y puede contribuir a la interaccion del citoesqueleto con la membrana. Las
interacciones con el citoesqueleto pueden tener un papel en el traslado de ciertos
receptores desde la superficie de las plaquetas hacia el interior y viceversa, via el SCA.
El citoesqueleto asociado a membrana tiene un rol importante en el “spreading”

plaquetario, que ocurre luego de la adhesion.

La plaqueta responde al dafio vascular rapidamente deforméndose, primero
convirtiéndose en redonda, y luego extendiendo los filopodios y lamelipodios
(filopodios anchos). Estos cambios morfologicos requieren alteraciones en el esqueleto

de la membrana como también en la remodelacion de la actina. El citoesqueleto de la
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membrana de la plaqueta es una red planar armada, sobre todo, por las moléculas de
espectrina. La espectrina es la base uniforme del esqueleto, sostiene a la membrana
plasmatica en las plaquetas en reposo y la remodela y centraliza uniformemente, en
plaquetas activadas. Otra proteina es la a-adducina, es una fosfoproteina que forma un
complejo ternario con la F-actina y la espectrina; en su forma desfosforilada se
encuentra ubicada en la union de los filamentos de actina a los extremos de las
moléculas de espectrina. Luego de la activacion plaquetaria, la fosforilacion de la a-
adducina en la posicion Ser726 produce el desprendimiento de la espectrina y de la F-
actina. La liberacion de la a-adducina, proveniente de la espectrina, facilita la
centralizacion del esqueleto de la membrana durante el “spreading” plaquetario; la
liberacion de la a-adducina proveniente de la F-actina expone los extremos libres de la
actina, los cuales contribuyen a las reacciones de ensamblado de la actina en los
filopodios. Se piensa que, como la a-adducina interactia con los extremos de actina y
de espectrina, permitiria terminar el montaje del esqueleto de la membrana de la
plaqueta en reposo. Por lo tanto, la disociacion de la fosfoadducina participaria en el
cambio de forma plaquetario que se produce por la activacion, de la forma de disco

(plaqueta en reposo) a la forma esférica (plaqueta activada) (Barkalow KL et al., 2003).

Aunque ha habido avances en el conocimiento del papel del citoesqueleto en la
secrecion granular plaquetaria quedan aspectos por dilucidarse. La actina del
citoesqueleto regula diferencialmente la secrecion de los granulos o y densos, en
respuesta a los agonistas débiles. Se ha sugerido que la actina del citoesqueleto en
reposo sirve como barrera para la secrecion de granulos o y densos, y que se requeriria
una polimerizacion para la secrecion de los granulos a pero no necesariamente para la
secrecion de los granulos densos. Se ha demostrado que la actina se requiere para un
evento terminal que conduciria a la fusiéon de la membrana. Aproximadamente el 40%
de actina en la plaqueta en reposo se organiza en filamentos, formando una barrera
entre el citosol y la membrana plasmatica. Se sabe que el anillo cortical de actina que
delimita la cara de la membrana plasmatica del citosol, es de 53 A° en células
neuroendocrinas y, podria servir como barrera, evitando la secrecion, pues se desarma
en el fendmeno de exocitosis. Sin embargo todavia es confuso el mecanismo por el cual
impide la liberacion de los granulos en la plaqueta en reposo. Como apoyo a este
modelo se encontraron los granulos o plaquetarios cubiertos con F-actina, indicando

entonces que podria servir como barrera a la membrana de fusion; sin embargo el papel
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de dicha capa no esta totalmente dilucidado. Por lo tanto, no esta totalmente definido si
la membrana plasmatica y/o los granulos asociados a la actina, asi como el esqueleto o
los microtibulos de la membrana, contribuirian al efecto de barrera del citoesqueleto de

la plaqueta en reposo (Flaumenhaft R. et al., 2005).

La proteina cofilina ha sido recientemente descripta, siendo esencial para la dindmica
mediada por la actina, en la remodelacion y la sefializacion interna proveniente de
estimulos externos en plaquetas activadas. Pertenece a una familia de pequefias
moléculas de (18 a 21 kDa), y en plaquetas humanas se expresa la isoforma 1. La
cofilina esta regulada negativamente por fosforilacion sobre la posicion Ser3 y se ha
establecido que la desfosforilacion de la cofilina acompafia a la activaciéon por
agonistas, incluyendo a la trombina y a los ésteres del forbol. Se le ha atribuido una
funcién central en las sefales sostenidas, generadas por el receptor GPIIb/Ila
(alIbBIII), manteniéndose en su forma activa desfosforilada, generando como resultado

final la agregacion plaquetaria (Falet H. et al., 2005).
a) Microtubulos

En las plaquetas en reposo, los microtibulos son los unicos componentes del
citoesqueleto visibles al microscopio electronico. Son estructuras tubulares constituidas
por 13 subfilamentos de tubulina y cada subfilamento es una sucesion alternada de
tubulina o y B, proteinas globulares de peso molecular 55kDa. Parecen estar dispuestos
en haces de 8 a 24 anillos de microtubulos pero, en realidad, se trata de uno sélo
enrollado en espiral, muy cerca de la membrana celular, siguiendo la circunferencia
mayor de la plaqueta. El haz de microtibulos, responsable del mantenimiento de la
forma discoide de las plaquetas en reposo, se deforma durante el proceso de activacion,
se fragmenta transitoriamente y se reensambla en una posiciéon mas central, circundando

los granulos plaquetarios. (Monteiro MC et al , 2001)

Aproximadamente el 60 por ciento de la tubulina plaquetaria se encuentra en los
microtibulos y existe un equilibrio dindmico entre la tubulina polimerizada y las
subunidades de tubulina libre. Los microtabulos de tubulina juegan una funcion dual en
el almacenamiento y la entrada funcional del Ca (2+) pues actian como barrera; esta
funcion esta regulada por el sistema tubular denso (STD) pero también actian como

soporte del sitio de almacenamiento del Ca (2+) (Redondo PC, 2007).
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b) Microfilamentos

Estan compuestos basicamente por actina filamentosa y miosina. Se disponen en redes
irregulares por toda la célula, desde la zona externa a los microtibulos hasta el

citoplasma profundo, y son los principales elementos contréctiles de la plaqueta. (Moix

2001)

1.2.2.5. Organelas

a) Granulos Plaguetarios

Los granulos a son en su gran mayoria los mas abundantes aproximadamente de 50-80
por plaqueta, con un tamafio que varia de 200-500 nm. Comprende el 10% del volumen
de la plaqueta, 10 veces mas que el de los granulos densos. El area total de la
superficie de membrana de los granulos o es de 14 pm?, 8 veces mas que los granulos

densos y aproximadamente igual a la del SCA. (Price B et al., 2009).

Los granulos a almacenan proteinas, muchas de las cuales tienen un papel esencial en la
hemostasia. Su contenido procede de varias vias: sintesis endogena, endocitosis o
pinocitosis. Contienen fibrinégeno, FvW, factor V, fibronectina, al antitripsina, factor
plaquetario de tipo 4 (capaz de neutralizar la heparina al competir con la antitrombina),
- tromboglobulina, albimina, PAI-1 y factor de crecimiento plaquetario (promueve la
reparacion histica). Asi mismo, en la cara interna de la membrana granular se sitian
diversas proteinas, como la GPIIb-Illa o la GP140 (P-selectina) que, al activarse la
plaqueta, migran hacia la superficie celular y se expresan en la superficie de la
membrana. Tras la fusidon de los granulos a con la membrana plasmatica se incrementa

un 30-35% la densidad de la GPIIb-IIIa en la superficie. (Llau Pitarch., 2010).

Algunos autores han descrito una pequefia proporcion de cuerpos multivesiculares
(CMV) en las plaquetas. Se trata de estructuras granulares de tamafo similar al de los
granulos a, que contienen diversas vesiculas redondeadas de 30-70nm de diametro, a
veces acompaiadas de una material electrodenso (Moix Pujol 2001). La observacion
ocasional de alguna de estas vesiculas en la periferia de los granulos o han sugerido que

los CMV podrian representar un estadio precoz del desarrollo de los granulos.
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b) Gréanulos densos

Los granulos densos miden aproximadamente 200-300 nm de didmetro y poseen una
morfologia muy caracteristica, con una zona central altamente densa rodeada por un
halo transparente. Esta alta densidad electronica estd dada por el elevado contenido de

Calcio y fosforo inorganico (50% del total). (Moix Pujol 2001).

También se pueden visualizar por microscopia de fluorescencia, debido a la habilidad

de incorporar colorantes fluorescentes derivados de la quinidina.

Los granulos densos contienen altas concentraciones de serotonina, tomada del plasma
por un transportador de la membrana plasmatica y atrapada posteriormente en esos
cuerpos. El atrapamiento de la serotonina puede ser consecuencia del menor pH (6.1)
mantenido en los granulos densos debido a la accion de una ATPasa que bombea H' en
la membrana del cuerpo denso. Se encuentran altos niveles de adenosina 5’-difosfato
(ADP) y la adenosina 5’-trifosfato (ATP) que estan altamente concentradas en los
cuerpos densos (ATP: ADP= 2:3) contrariamente a sus concentraciones relativas en el

citoplasma (ATP: ADP=8:1) (Holmsen H, 1993).

La membrana de los granulos densos contiene glicoproteinas que también se encuentran
en la membrana plasmatica y en la membrana de los granulos a y lisosomas incluyendo
CD36, LAMP-2, P-selectina, GPIIb/Illa y GPIb/IX. La liberacion del contenido del
granulo denso de las plaquetas activadas constituye un importante mecanismo de
retroalimentacién positiva para la agregacion plaquetaria, puesto que el ADP es un
agonista plaquetario potente y la serotonina es un agonista débil. El ATP liberado de las
plaquetas también puede servir como una fuente de fosfato de alta energia para las
quinasas plaquetarias, que pueden fosforilar a varias proteinas, incluyendo GPIV (Naik
UP et al., 1991; Marcus Al et al., 1997). El nimero de granulos densos aumenta con la

edad, alcanzando su maxima hacia los 40 anos. (Moix Pujol., 2001).
c) Estructuras | nespecificas

Las plaquetas poseen escasos lisosomas primarios y secundarios. Los primarios son
de morfologia similar a la de los granulos a algo mas pequefios (175-250 nm de

diametro), sin nucleoide y rodeados por un halo mas claro (Sixma JJ et al, 1985;
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Stemberg y Hill, 1999; Moix Pujol., 2001). Contienen hidrolasas acidas y ejercen las
mismas funciones que en las demas células, incluyendo las relacionadas con la
fagocitosis y la destruccion intracelular de particulas extrafias. Durante la secrecion, se
ha demostrado que liberan su contenido, aunque lo hacen en forma mas lenta e
incompleta que los granulos especificos, sugiriendo que desempefan una funcién mas
importante en la lisis del trombo que en la respuesta hemostatica primaria. Ademas de
modo comparable a lo que acontece con algunas sustancias de los granulos a, también
se ha detectado la exposicion de proteinas lisosomicas en la superficie plaquetaria
durante la activaciéon como CD63 o LAMP (glucoproteina de la membrana lisosomica)

y LAMP2 (Moix Pujol., 2001).

Los lisosomas secundarios ofrecen morfologias muy variadas y especialmente en
plaquetas envejecidas; producen imagenes de autofagia local. Se ha sugerido que los
lisosomas también estdn implicados en la captacion de sustancias desde el plasma
mediante endocitosis de fase fluida, comenzando con la formacion de endosoma en una

membrana del SCA, la cual luego se fusionaria con el lisosoma.

Un mecanismo alternativo de endocitosis de fase fluida, mediada por receptores, seria a
través de las vesiculas revestidas, que son unas formaciones de aproximadamente de 70-
90 nm que se generan desde la membrana plaquetaria o del SCA como pequeias
depresiones revestidas por la clatrina. Esta es una proteina fibrosa que les confiere una
estructura poliédrica caracteristica que luego se transforman en vesiculas y se fusionan

con los granulos, depositando en ellos el material captado.

Las plaquetas también contienen un numero reducido de microperoxisomas, un tipo
especial de granulos, de unos 90 nm de didmetro, en los que por citoquimica, es posible

detectar catalasa.

Las mitocondrias se hallan en proporcion similar a la de los granulos densos; son
redondeadas o alargadas y tienen las tipicas crestas en su interior, aunque son de tamafio
algo inferior al de las restantes células. Su rol estd en funcién del metabolismo
energético plaquetario. Finalmente las plaquetas normales son muy pobres en
ribosomas y, raramente, contienen reticulo endoplasmico rugoso RER o vesiculas del

aparato de Golgi.
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1.2.2.6. Sistema canalicular abierto

El SCA se presenta como una red de vesiculas y canales, interconectados, que se
ramifican a través de todo el citoplasma y comunican con la superficie exterior. Tienen
una localizacion preferencial bajo la membrana celular y estan aparentemente
desprovistos del contenido.

El SCA consiste en invaginaciones de la membrana citoplasmatica de la cual deriva su
estructura, estando la cara interna de estas vesiculas revestida por un depésito floculoso
idéntico al glicocélix. (Coller BS et al,. 1984; Moriau M et al,.1990 ; Monteiro MC et
al,. 2001).

El SCA tiene varias funciones, proporciona un mecanismo de entrada de elementos
externos al interior de la plaqueta, también proporciona una via potencial para la
liberacion del contenido de los granulos al exterior, eliminando la necesidad de la fusion
del granulo con la propia membrana plasmatica, funcion realmente importante debido a
que en la plaqueta activada los granulos se trasladan hacia el centro de la plaqueta en
vez de hacerlo hacia la periferia (White JG, 1974). Sin embargo, atin hay controversia
respecto a la frecuencia relativa con la que tiene lugar la secrecion a través del SCA

frente a la fusion directa con la membrana plasmatica.

El SCA también representa un importante deposito interno de la membrana. La mayor
parte de la membrana del SCA contribuye probablemente al aumento de la membrana
plasmatica para la formacion de filopodios y también para la expansion plaquetaria
después de la adhesion; las membranas de los granulos a, cuerpos densos y, en menor
grado, los lisosomas, también pueden contribuir, pero solo si el estimulo es suficiente
para inducir la fusion de estas organelas con la membrana plasmatica. También la
membrana del SCA puede servir como un lugar de almacenamiento para las
glicoproteinas de la membrana plasmatica. Por ejemplo, en determinadas situaciones, la
activacion plaquetaria por parte de la trombina da lugar a la pérdida consistente y
selectiva de GPIb/IX de la superficie de la plaqueta; la microscopia electronica muestra
que la GPIb/IX estd secuestrada en el SCA (Michelson AD, 1990; Nurden P et al.,
1994). Por otra parte la plasmina puede producir un fenomeno similar. La activacion de
la plaqueta produce un aumento en la GPIIb/IIla de superficie, y aunque se piensa que la

mayor parte de ella procede de las membranas de los granulos a, al menos alguna parte
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puede proceder de las membranas de los cuerpos densos y del SCA (Suzuki H. et al,

1992).
1.2.2.7. Sistema tubular denso

Al microscopio electronico (ME) el STD se presenta como un conjunto de tubos
apretados y cortos, que se distinguen del SCA por su opacidad, similar al del citoplasma
que los circunda. Estos tubos forman una red continua por todo el citoplasma, siendo
mas apretada en la periferia que en el centro de la célula. El STD puede estar en
asociacion intima, tanto con los microtubulos, como con el SCA. Sus membranas

derivan del reticulo endoplasmatico de los megacariocitos. (Moriau M et al ,. 1990).

El STD se ha comparado con el reticulo sarcopldsmico del musculo, debido a que
puede secuestrar calcio i6nico a una concentracién de Ca®” en reposo igual a 90nM y
liberarlo cuando las plaquetas son activadas. La calreticulina, una proteina que se une al
calcio, localizada en el sistema canalicular denso, probablemente ayuda a secuestrar

calcio (Michalak M. et al., 1998).

La membrana del STD es probablemne un lugar importante para la sintesis de
prostaglandinas y tromboxano; de hecho, la actividad peroxidasa utilizada para

identificar el STD es un componente enzimatico de la sintesis de prostaglandinas (Picot

D. et al., 1994).
1.2.3. Fisiologia y bioquimica de las plaquetas

En condiciones normales, la luz de los vasos sanguineos esta cubierta con una
monocapa de células endoteliales continua, que es la principal responsable del
mantenimiento de la integridad de los vasos sanguineos, y de la reologia sanguinea
(Tabla 1.2.). Si se produce una ruptura de continuidad en el endotelio, con exposicion
del colageno subendotelial, se inician los procesos de la hemostasia primaria, con la
interaccion entre la plaqueta y la superficie vascular dafiada. Esta interaccion plaqueta-
endotelio juega un papel critico en el desarrollo de los procesos trombdticos. (Marcus
et,.al 1993). Cuando se produce una alteracion o ruptura de un vaso, este se contrae, y
las plaquetas interaccionan con sus estructuras subendoteliales, iniciando las etapas de

adhesion, agregacion, activacion y reclutamiento plaquetario (Fig. 1.7.). El dafio
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vascular también sirve como sefial para el inicio de la cascada de la coagulacion, que
dard lugar a la formacion de trombina, otro importante inductor plaquetario que
contribuird a la formacion del trombo y de fibrina que facilitara la consolidacion del

mismo. (Diaz R et,.al 1995)

Tabla 1.2. Componentes de la pared del vaso sanguineo que son

hemostaticamente activos.

1. Subendotelio

Factor Von Willebrand

Colageno

Fibronectina

Trombospondina

Laminina

Vitronectina

Fibrinogeno (fibrina)

Factor tisular

2. Media

Colageno (tipos I y III)

3. Adventicia

Colageno (tipos I y III)

Factor tisular

Tomado de Beutler et al., 2000.

La activacion plaquetaria es un proceso complejo, que se inicia en la superficie de la

membrana tras la interaccion de un agonista a su receptor.
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Después de producirse dafio endotelial, las proteinas de la matriz subendotelial quedan
expuestas (colageno y factor de von Willebrand) y el contenido de los cuerpos Weibel
Palade (factor de von Willebrand y P-selectina entre otras) de las células endoteliales se

libera inmediatamente a la luz vascular.

.

Figura 1.7. Adhesion, activacion y agregacion plaquetaria. Tras la lesion endotelial se produce la
exposicion del subendotelio que contiene substratos trombogénicos tales como el factor tisular (no
mostrado) , el factor de von Willebrand (FVW) y el colageno. La plaqueta en reposo circula con una
morfologia discoidea, y tras su activacion por contacto con el subendotelio (unioén del factor de von
Willebrand con la glicoproteina Iba y del colageno con las glicoproteinas VI y a2f1), se genera un
cambio de forma con la emision de seudopodos, degranulacion y la expresion de determinadas proteinas
de superficie (P-selectina, CD40 ligando y IIb/Illa o allbB3 activada). Al mismo tiempo se liberan
determinados mediadores solubles (P-selectina soluble y CD40 ligando solubles, ADP, Tromboxano A2)
y microparticulas (MP). Finalmente se produce un tapon plaquetario como consecuencia de la interaccion
entre moléculas de adhesion del subendotelio, ademas de la union de la P-selectina con la glicoproteina
Iba, el CD40 ligando con la glucoproteina allbB3 y ésta tltima con el fibrindgeno (Fg) que contienen las
plaquetas activadas (Hagberg IA et al,.2000; McEver RP et al ,.20001; Bennet JS et al ,. 2005; Jackson
SP et al,.2007; Furie B et al,. 2008)

Ello condiciona la interaccion del factor de von Willebrand con la glicoproteina Iba, y

la del colageno con las glicoproteinas VI y a1, y la subsiguiente activacion plaquetaria.
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Dos vias intracelulares estan implicadas en la activacion: la de los fosfoinositoles y la
metabolica del &cido araquidonico, que se inician con la hidrolisis enzimatica de los
fosfolipidos especificos de la membrana plaquetaria. Todo este proceso se acompafia de
un cambio en la forma de la plaqueta y de la glicoproteina IIb/I1la, asi como de la rapida
secrecion del contenido de los granulos (Tablas 1.3.1., 1.3.2. y 1.3.3.). (Hagberg 1A y
Lyberg T, 2000; Flaumenhanft R, 2003; Jackson SP , 2007; Rivera J et al,. 2009). La
glicoproteina IIb/Illa (allbB3) activada se une con el factor von Willebrand, el
fibrinogeno y la fibronectina para causar agregacion plaquetaria y finalmente la
formacion de un tapon plaquetario (Hagberg IA y Lyberg T, 2000, McEver RP, 2000;
Bennett JS, 2005; Jackson SP, 2007; Furie B y Furie, 2008).
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Tablas 1.3.1., 1.3.2. y 1.3.3. Caracteristicas de los receptores plaquetarios

Tabla 1.3.1. Glicoproteinas de adhesion plaquetarias

Receptor es plaquetarios Concentracioén plaquetaria Lugaresdesintesis

conocidos pg/ml

GPIa/lla (a2b1; CD49b/CD29; - Fibroblastos

VLA-2)

GPIV (CD36)

GPVI

GPIb (CD42b,c) 34 Células endoteliales,

GPIIb/IIa (allbB3; CD41/CD61) megacariocitos

GPIIb/IIIa (allbp3; 7,3 Hepatocitos

CD41/CD61) aVB3

(CD51/CD61)

GPIIb/1la (allbp3; 800 Hepatocitos?

CD41/CD61)aVb3 (CD51/CD61)

GPIc*/1la (a5B1; CD49e¢/CD29; 315 Hepatocitos

VLA-5) Fibroblastos

GPIIb/IIa (allbp3; CD41/CD61) Células endoteliales?
Megacariocitos
Monocitos, etc.

GPIV (CD36) 4.900 Megacariocitos

GPIIb/IIIa (allbp3; CD41/CD61)
?

Proteina asociada a integrina

(CD47)

Muchas células en cultivo

GPIc/IIa (06p1; CD49f/CD29;
VLA-6)

Fibroblastos

Otros tipos de células

Desconocido

Megacariocitos

Células endoteliales

Tomado de Beutler et al., 2000.
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Tabla 1.3.2. Proteinas de superficie plaquetaria

Familia del Gen Designacién comun Designacién de | Designacion | Designacion Designacién CD
la cadena dela VLA
plaquetaria integrina
Integrina Receptor del Fibrinégeno | GPIIbllla allbp3 [Ib/IlIa-CD41a
IIb- CD41b
[ITa-CD-61
Receptor del colageno GPla/lla o2pB1 VLA-2 [a-CD42b
IIa- CD29
Receptor de la fibronectina | GPI*c/Ila a5p1 VLA-5 [*c-CD49e
ITa- CD29
Receptor de la laminina GPIc/I1a a6l VLA-6 Ic-CD49f
[Ta-CD29
Receptor de la vitronectina | aV/GPIIla aVB3 aV-CD51
[Ta-CD61
Glicoproteinas Receptor del factor Von GPIb/IX Ib/IX-CD42
Willebrand
ricas en leucina Iba- CD42b
Ibp- CD42¢
IX-CD42a
GPV CD 42
Moléculas de PECAM-1 CD31

adhesion celular de

la familia de las
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inmunoglobulinas

Fey-RII CD32
HLA-clase I
ICAM-2 CD102
GPVI
PAI CD47
Selectinas P-Selectina CD62P
Tetraspaninas P24 CD9
PETA-3 CD151
LAMP 3 (granulofisina) CD63
Miscelanea GPIV CD36
LAMP 1 CD107a
LAMP 2 CD107b
Receptor de la laminina de
67 kDa
Receptor PX1 del ADP
Leucosialina, sialoforina CD43
Siete dominios PAR-1
transmembrana
(unido a la proteina
G)
PAR-4

Receptor del tromboxano

A2

Receptor 02-adrenérgico

Receptor de la vasopresina

Receptor P2Y1 del ADP
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Tabla 1.3.3. Proteinas de superficie plaquetaria

Aminoéacidos Ligandos Especifico dela Funcion
plagueta
GPIIb 1039 Fib., fvw, + Adhesién
GPIlla 762 Fn,Vn agregacion
TSP? trafico
GPIa 1152 Colageno - Adhesion
GPIla 778 -
GPIc* 1008 Fn - Adhesion
GPIla 778
GPIc Laminina - Adhesion
GPIla 778
oy 1048 - Adhesion? Proteina de trafico?
GPIlIa 762 TSP?, Osp
GPIba 610(7)* Fvw, trombina +? Adhesion
GPIbp 181 (1)* +? (flyjo alto)
GPIX 160 (1)* +? Unién a trombina?
GPV 544 (15)* +?
PECAM-1 738 Heparina, PECAM- - Adhesion
1
Fey-RII 324 Complejos inmunes - Uniodn a complejos inmunes
HLA + - Histocompatibilidad
ICAM-2 274 LFA-1 - Adhesion plaqueta-leucocito
GP VI 316 Colageno + Activacion
PAI 287 + - Activacion Activacion
P-Selectina 830 Sialil-LeX - Adhesion plaqueta-leucocito
LGPS-1
CD?9 228 ? - Activacion
CDI151 253 ? - Activacion
Lamp 3 238
GP1V 471 Colageno, TSP - Adhesion, transporte de
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acidos

Lamp 1 389 ? - ?
Lamp 2 381 ? -

67 kDa 295? Laminina - Adhesion
PX1 399 ADP - Activacion
CD43 400 ICAM-1 - Adhesion
PAR-1 425 Trombina - Activacion
PAR-4 385 Trombina - Activacion
TxA2 343 PGH2/tromboxano - Activacion

A2

o2-adrenérgico 450 | Epinefrina - Activacion
Vasopresina 418 Vasopresina - Activacion
P2YI1373 ADP - Activacion

Dependiendo del lecho vascular, de las glicoproteinas de adhesion disponibles y de las

condiciones del flujo, es probable que varias combinaciones de receptores plaquetarios,

incluyendo GPIba, GPIa/lla, GPVI, p65 y GPIIb/Illa, actien en conjunto para formar la

union y translocacion lenta de las plaquetas iniciada por la interaccion del GPIba con el

fvW en una adhesion plaquetaria estable.

Tabla 1.4. Activacién plaquetariay agregacion

Agonistas M ecanismos de transduccion Efectores
Adhesion Acido araquidonico Activacion GPIIb/IIa
Trombina Proteinquinasa C Agrupamiento GPIIb/Illa

Tromboxano A2
ADP

Epinefrina
Serotonina
Vasopresina

Trombospondina

Factor von Willebrand

Fibrindgeno

FAP

Complejos inmunes

Plasmina
AP-t/SQ
Flujo

Tirosinquinasas
Fosfatasas

Calcio
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Por lo tanto, para que tenga lugar la formacion del tapoén plaquetario, las plaquetas
deben experimentar la activacion asi como la adhesion. La Tabla 1.4. enumera los
agonistas plaquetarios fisioldgicos y patoldgicos que pueden iniciar la activacion
plaquetaria, junto con algunas de las vias de transduccion de sefal que conducen a la
activacion de los receptores GPIIb/IIla plaquetarios y a su agrupamiento. Los agonistas
pueden clasificarse como potentes (por ¢j., altas dosis de trombina y coldgeno) y débiles
(por ej. epinefrina, ADP y serotonina) en funcion de su capacidad para iniciar la
reaccion de liberacion plaquetaria, sin la estimulacion adicional producto de la
agregacion plaquetaria. La mayoria de estos activadores son liberados o sintetizados en
el lugar de la lesion vascular, dando lugar a una respuesta local. La adhesion de las
plaquetas a las estructuras subendoteliales puede dar lugar, por si misma, a la activacion
plaquetaria, es decir, a la generacion de TxA;, la liberacion de ADP y serotonina y la
activacion de los receptores GPIIb/IIla en la cara luminal de la plaqueta. Al pasar a un
estado de alta afinidad para la unién al ligando, estos mecanismos de retroalimentacion
positiva aseguran una respuesta hemostatica adecuada. Los receptores GPIIb/Illa
luminales en las plaquetas adherentes pueden entonces unirse al fvW y/o al fibrindgeno
y esperar a la interaccion con otra plaqueta, lo que por si mismo puede desencadenar la
activacion de sus receptores GPIIb/IIla como consecuencia de la exposicion al ADP y
TxA, liberado. Este proceso de union de los ligandos adhesivos a los receptores de la
plaqueta se amplifica, dando lugar al reclutamiento de capas adicionales de plaquetas y,

finalmente, a la formacién de un tapon hemostatico.

Las plaquetas agregadas pueden facilitar la generacion de trombina (Tr) mediante uno o
mas mecanismos diferentes, incluyendo la formacién de microvesiculas, la exposicion
del factor Va y la exposicion de los fosfolipidos cargados negativamente. La Tr asi
generada activa mas plaquetas, produciendo una degranulacion mayor; también activa
la coagulacion e inicia el depdsito de mallas de fibrina que refuerzan el tapon
plaquetario a la vez que sirven como lugares para més deposito de fvW. Asimismo,
puede ayudar a consolidar el tapon al iniciar la retraccion del coagulo mediada por
plaquetas. Finalmente, la Tr afecta a los receptores de superficie de membrana,
disminuyendo la expresion de GPIb/IX y aumentando la expresion de GPIIb/IIla,
probablemente facilitando la transicion de la adhesion plaquetaria a la agregacion

plaquetaria.
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La Tr procede del zimoégeno inactivo, protrombina, que circula en el plasma. Forma
parte del complejo protombinasa (factor Xa, factor Va, Ca2+), unido a las plaquetas
activadas y otras células, la protombina se convierte en trombina, uno de los agonistas
plaquetarios mas potentes (Pulcinelli FM et al., 1995). Por lo tanto, sus funciones
principales son, activar plaquetas, clivar al fibrindgeno convirtiéndolo en fibrina y
activar al factor XIII. Ademas, participa en la coagulacion activando los factores V,
VIII y XI, inhibe la coagulacion activando la proteina C y atenua la fibrindlisis
activando el inhibidor de fibrindlisis activable por Tr (TAFI). Cuando se forma el
coagulo, la Tr es inmovilizada sobre la fibrina, esta unidn la protege de la inactivacion
por el complejo antitrombina-heparina (Becker et al., 1999), pero su sitio activo sigue
estando accesible, como Tr unida a fibrina y es capaz de clivar fibrinégeno y activar el
factor XI (dem Borne et al., 1996). También puede activar plaquetas via los receptores
de proteasa activados (PARs). PARI y PAR4 son receptores de moderada y baja
afinidad respectivamente (Kahn ML et al.,, 1999). La GPIba estd descripta como
receptor de alta afinidad de Tr. La GPIb consiste en dos subunidades, GPIba y GPIbf3
y estd expresada en plaquetas como un complejo con GPIX y GPV en una
estequiometria 2:2:2:1. Existen unas 25.000 copias de GPIba sobre la superficie
plaquetaria, pero solo un pequefio nimero (aprox. 100 a 1000) estan involucrados en la
unién de alta afinidad de Tr (De Marco L et al., 1991). La Tr contiene dos sitios de
unidn anidnica o exositios, el exositio [ y el exositio II, un bosillo catalitico y un sitio de
union a Na+. El exositio I es importante para la union de multiples sustratos, incluyendo
a la fibrina y al fibrindgeno y el exositio II es el sitio de union a heparina (Sheehan JP et
al., 1994). El bolsillo catalitico es el responsable del clivaje de los sustratos y, con el

aporte del Na+, regula la afinidad de Tr hacia los sustratos (Di Cera E, 2003).

Las plaquetas ruedan por las células endoteliales que han sido activadas para exponer P-
selectina en su superficie, y al menos uno de los receptores para la P-selectina de la
célula endotelial, serd la GPIba plaquetaria. Las plaquetas también expresan en su
superficie, tras la activacion, el ligando CD40 que puede interaccionar con el CD40 de
los linfocitos, monocitos y células endoteliales, conduciendo a la activacion celular y a
una respuesta inflamatoria intensificada. Luego, los trombos plaquetas-fibrina se
resuelven, lo mas probable, por una combinaciéon de embolizacion, fibrindlisis y

remocion de residuos por el macréfago. Varios factores inhibidores sirven para
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equilibrar la activacion plaquetaria y prevenir el depdsito excesivo de plaquetas (Tabla

1.5.).

Tabla 1.5. Elementosinhibitoriosfisioldgicos que se oponen a la activacion plaquetaria

Flujo sanguineo

Prostaciclina (PGI2)

Oxido nitrico, también conocido como factor de relajacion derivado del endotelio (FRDE)
CD39 de la célula endotelial (ATP difosfohidrolasa, ecto-ADPasa)

Refractariedad plaquetaria

Interacciones leucocito-plaqueta

Inhibidores de la generacion y de la accion de Trombina

1.2.3.1. Metabolismo ener gético plaquetario

Las plaquetas tienen depodsitos regulares de glucdégeno que con frecuencia pueden
visualizarse por microscopia electronica. El glucogeno puede convertirse en glucosa-1-
fosfato y las plaquetas también pueden tomar glucosa del medio que las rodea. Ambas
fuentes de glucosa también pueden convertirse en glucosa-6-fosfato, que puede entrar
en la glicolisis o en el shunt de la hexosa monofosfato. El metabolismo oxidativo
probablemente contribuye a la produccion de energia en las plaquetas en reposo, pero se
ha estimado que menos del 1% del acido pirtvico producido por la glicdlisis entra, en
realidad, en el ciclo del &cido citrico y el resto termina en lactato o piruvato, que se
liberan de la plaqueta. Las mitocondrias plaquetarias son capaces de llevar a cabo la 3
oxidacion de 4acidos grasos, pero no estd claro cuanto contribuye a la produccion de

energia. (Akkerman JWN et al., 1987; Holmsen H et al., 1987)

Las plaquetas pueden metabolizar activamente acetato y esta capacidad ha sido
explotada para mejorar las condiciones del almacenamiento plaquetario. Los
aminoacidos también pueden actuar como fuente de energia y mantener el ciclo del
acido citrico, pero la contribucion de este proceso en el metabolismo energético

plaquetario es incierto.

Como en todas las células, el consumo de ATP por parte de las plaquetas esta
parcialmente dedicado al mantenimiento de la homeostasis idnica y osmética. Ademas,
la polimerizacion y depolimerizacidon continua de la actina implica la conversion de

ATP a ADP, lo que puede explicar hasta el 40% del consumo de ATP en las plaquetas
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en reposo. Los inositol fosfatos, importantes en las sefales de transduccion, sufren una
desfosforilaciéon y refosforilacion continua; se ha estimado que estas reacciones

consumen hasta un 7% del total de ATP producido (Verhoeven AJM et al., 1987).

La estimulacion plaquetaria va acompafiado por un aumento marcado en la actividad
glicolitica y en la produccion oxidativa de ATP, quiza debido a la disminucién brusca
de ATP que tiene lugar con la activacion plaquetaria o el aumento en el pH

citoplasmatico (Akkerman JWN et al., 1987).

1.2.3.2. Elementos contréctiles plaquetarios, cambio de forma,

secrecion y retraccion del coagulo.

Los principales componentes del sistema contractil plaquetario estan enumerados en la
Tabla 1.6. Se piensa que estos elementos contribuyen al cambio de forma de la plaqueta,

a la secrecion y a la retraccion del codgulo después de la activacion plaquetaria.
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Tabla 1.6. Proteinas del citoesqueleto plaquetario

Proteina Propiedades Proteina Propiedades
Actina PM =42 kDa Talina PM =235 kDa

20%-30% del total de la proteina 3% de la proteina

plaquetaria plaquetario

Actina monomérica (G-actina) unida al Se une a la vinculina, a-

calcio-ATP (o ADP) actinina y quiza, a los

La polimerizacion requiere energia (ATP- receptores de las integrinas

ADP) y produce F-actina A-Actinina y ala actina a

Filamentos de F-actina: dos hebras de

hélices entrelazadas con polaridad basada PM =100y 102 kDa;

en la capacidad para interaccionar con el dimero

fragmento de miosina (extremos “en Se une a la actina con una

punta” y “espiculados”) Polimerizacion estequiometria de 1:10; se

constante: pérdida de monomeros del une al Ca *"

extremo puntiagudo mientras otros se unen Forma un gel con la F-

al extremo espiculado (“fabricacion en Vinculina actina; coopera con la

serie” proteina de unidn a la

actina; promueve la

Profilina PM = 15.2 kDa polimerizacion de la actina

Forma complejos 1:1 reversibles con el

monémero de actina Miosina II PM =130kDa

Previene la polimerizacion de la actina Se une a la talina; puede

Puede ayudar a “recargar” los monomeros unir a la actina a las

de actina de ATP proteinas de membrana en

los lugares de adhesion

Gelsolina PM =91 kDa

Timosina B4

Tropomiosina

Se une al extremo espiculado de los
filamentos de F-actina

Separa los filamentos de actina
Facilita la nucleacion

Produce filamentos mas cortos con

transformacion gel-sol

PM =5kDa
Se une al mondémero de actina

Inhibe la polimerizacion de la actina

Quinasa de la

cadena ligera

Calmodulina

PM =480 kDa ( 2 x 200; 2
x 200; 2 x 16)

2%-5% de la proteina
plaquetaria; filamentos de
325x 111 nm

Cadena ligera de la
miosina (PM = 20 kDa);
fosforilada; requerida para

la actividad ATPasa

PM =105 kDa

Fosforila la cadena ligera
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Caldesmoén

Proteina
union  a
actina

(Filamina 1)

de

la

PM = 28 kDa; dimero en forma de vara de
35 nm de longitud

Se une a la ranura de los filamentos de
actina 8 seis actinas: una tropomiosina)
No todos los filamentos de actina tienen

una tropomiosina unida

PM = 80 kDa, asimétrica

Se une a la actina, tropomiosina, miosina y
calmodulina

Puede controlar el empaquetamiento del
filamento de actina y la actomiosina

ATPasa

PM = 260 kDa la subunidad; dimero; vara
elongada, flexible de 162 nm; fosforilado
2%-3% de la proteina plaquetaria

Se une a la actina con una molécula de
proteina de union a la actina por 174
moléculas de actina

Se une al dominio citoplasmatico de
GPIba y une GPIb/IX a la actina
Entrecruza los filamentos de actina para
formar un gel

La desfosforilacion conduce a la pérdida

de la actividad

Cap Z

Cofilina

Fimbrina

(L plastin)

VASP

GTPasas

Tirosinquinasas

Proteinas

adaptadoras

PI quinasas

de miosina y activa la
ATPasa de la miosina de la
actomiosina dando lugar a

la contraccion

PM =17 kDa

Une cuatro moléculas de
calcio y activa la quinasa
de la cadena ligera de

miosina

PM =36y 32 kDa
Heterodimero

Se une a los extremos
espiculados de los

filamentos de actina

PM =20 kDa
Acelera la polimerizacion

de los filamentos de actina

PM = 68 kDa
Envuelve los filamentos de

actina

PM = 50 kDa
Tetramérico
Se une a la profilina,

vinculina y zyxina

Cdc42-filopodios
Rho-fibras de estrés
Rac-

Rap 1b-control de
GPIIb/1l1a

Pp60
Pp125-senalizacion de

GPIIb/IIa
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14-3-3®-unida a GPIba
Pleckstrina-fosforilada

durante la activacion

PI-3 quinasa

PI4P-5 quinasa

1.2.3.3. Cambios anatémicos en las plaquetas activadas

En respuesta a la activacion, las plaquetas tienen marcadas alteraciones fisicas que sin
embargo preservan la integridad del glucocalix. Esto permite que los receptores en ¢él
interaccionen con los ligando correspondientes en los procesos de adhesion y
activacion. La primera alteracion visible producida es el cambio de forma, promovida
por la reestructuracion del citoesqueleto plaquetario, que comienza con la pérdida de la
forma discoide de las plaquetas, las cuales devienen mas redondeadas y empiezan a
emitir seudépodos y se extienden sobre la superficie expuesta (spreading) aumentando
de forma considerable su area de contacto con ella y con las demaés plaquetas. Parece ser
que los movimientos del SCA sobre la superficie plaquetaria contribuyen a estas
alteraciones. Al mismo tiempo, los organulos intraplaquetarios, que estaban dispersos
por el citoplasma, van siendo desplazados hacia el centro celular por la contraccion del

anillo de microtubulos y los microfilamentos.

Estos cambios anatomicos favorecen la secreciéon o exocitosis en que los granulos
plaquetarios y los lisosomas liberan sus compuestos en las cavidades del SCA que, al
mismo tiempo se dilatan. Cuando el contenido plaquetario ya ha sido secretado, los
restos del citoesqueleto forman una masa central del gel contréctil, persistiendo algunos
microtubulos retorcidos o aplastados, principalmente en los seudépodos. El mecanismo
principal de la secrecion es la fusion de los granulos individuales con la membrana del
SCA y la ulterior extrusion de las sustancias a través de los poros que comunican el

SCA con el exterior.

Bajo determinados estimulos, las plaquetas activadas liberan también elementos formes
o particulas de tamano muy pequefio (Heijnen HF et al, 1999). Entre ellas cabe
distinguir las microvesiculas o microparticulas, de forma esférica y de didmetro de 0,1 y

1 um, generadas por emision de evaginaciones vesiculares a partir de la membrana

48




celular que se van estrechando por su base hasta que se desprenden. Contienen proteinas
plaquetarias y, también de la membrana de los granulos a (P-selectina), ademas de
componentes del citoesqueleto. La emision de microparticulas se ha relacionado con un
aumento de la actividad procoagulante plaquetaria. Otro tipo de estructuras liberadas
durante la secrecion son los llamados exosomas, de tamafio mucho mas pequeio, entre
40 y 100 nm y morfologia idéntica a las vesiculas del interior de los (cuerpos
multivesiculares) CMV y granulos a. Los exosomas contienen selectivamente CD63 y
se ha sugerido que podrian tener una funcioén similar a la de los CMV, en el espacio

extracelular. (Escolar G et al,. 2000).

49



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivos Generalesy Especificos

2.1.1. Objetivo General

Analizar los cambios en las plaquetas humanas en reposo o activadas y adicionadas con

Gal-1, por microscopia electronica de transmision y fluorescencia
2.1.2. Objetivos Especificos

a) Obtencion, caracterizacion y actividad de Gal-1 esplénica porcina como
reactivo de trabajo.

b) Realizar estudios de cambios ultraestructurales por microscopia electronica de
transmision en plaquetas lavadas, en reposo, activadas con trombina, y
adicionadas con Gal-1 en diferentes concentraciones.

c) Estudio de captaciéon de Mepacrina en Pthl en reposo, activadas con Tr y

adicionadas con Gal-1
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3. ESQUEMA DE TRABAJO
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Preparacion de Plth-lavadas
e Obtencion de S. E.
e PRP

e Pellet de Plth

e Plth-lavadas

Obtencion de Gal-1
esplénica porcina

Actividad de Gal-1
) esplénica por
hemaglutinacion

e TEM ¢ Fluorescencia
Aspectos Morfologicos de Captacion de Mepacrina en
Plth activadas y Plth activadas y adicionadas
adicionadas con Gal-1 con Gal-1
esplénica
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4. MATERIALESY METODOS
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4.1. Obtencion de Gal-1 esplénica porcina

4.1.1. Animales utilizados

Se utilizaron bazos enteros a partir de hembras adultas y lechones de 6 meses de edad,
de aproximadamente 10 kg de peso, de la raza Sus scrofa, los cuales se adquirieron al
momento del sacrificio en frigorificos locales. Los érganos previa eliminacion de tejido

graso, se congelaron a —20°C hasta el momento de su uso.
4.1.2. Obtencién de homogenatos de bazo

Se procesaron bazos porcinos de acuerdo a lo descripto por Elola y Fink (1997). La
homogenizacién del tejido se efectué en buffer MEPBS (75 mM CINa, 75 mM
PO4HNa,/POsH,K, 4 mM 2-mercaptoetanol, 2 mM EDTA, 1mM PMSF, pH 7,2) 1:10,
conteniendo lactosa 300 mM (1,6 g de tejido/ml de buffer). Los extractos solubles se
obtuvieron por centrifugacion a 900 xg durante 60 min, a 4°C, se filtr6 por gasa y se
centrifugd nuevamente a 1800 x g. Se recuperaron los sobrenadantes para efectuar una

purificacion adicional de la galectina.
4.1.3. Purificacion de la galectina-1 esplénica

4.1.3.1. Cromatogr afia de inter cambio anionico

Las fracciones citosolicas que se obtuvieron después de centrifugar, se sometieron a
cromatografia de intercambio i6nico utilizando DEAE-Sepharosa CL-6B como
intercambiador anionico, equilibrado previamente en MEPBS 1:10. Se dej6 una noche
en agitacion; luego se lavdo con MEPBS 1:10 para eliminar los materiales no unidos y
se eluyd con MEPBS 1:10, CINa 500 mM. Las fracciones eluidas de la resina de
intercambio anidnico entraron luego en cromatografia de afinidad (Ahmed H et al.,

1994).
4.1.3.2. Cromatogr afia de afinidad

Los eluatos de DEAE-Sepharosa se sembraron en columnas de 50 ml de lactosa-
agarosa, equilibradas con MEPBS 1:10-CINa 500 mM. Una vez lavado el material no

unido especificamente, primero con 6 veces el volumen de Sepharosa

55



(aproximadamente 300 ml) de MEPBS 1:10-CINa 500 mM y luego con 300 ml de
MEPBS 1:10; la proteina ligada se eluyo con lactosa 100 mM en MEPBS. El contenido
proteico de cada fraccion eluida se midi6 por el método de Bradford descripto en el

inciso 4.1.3.3.

4.1.3.3. Determinacion del contenido proteico por el método de
Bradford

La concentracién proteica de los extractos crudos y de las lectinas purificadas se
determinaron mediante el método de Bradford (Bradford MM, 1976), utilizando
albimina sérica bovina (MERK) como estandar. Se utilizé reactivo comercial Biorad
(Tabla 4.1.1.) o reactivo propio puesto a punto utilizando el micrométodo de Bradford

(Tabla 4.1.2.).

El reactivo de Bradford propio se prepard disolviendo 100 mg de Coomasie Brilliant
Blue G-250 en una mezcla de 100 ml de acido fosforico 85% y 50 ml de etanol 95%,
luego de la completa disolucion del colorante se llevo a 1L con agua destilada. Se filtro

antes de ser utilizado.

Los ensayos para la determinacion de la concentracion proteica de los extractos crudos
y purificados de la Gal-1, se efectuaron incubando la muestra o la proteina estandar
seglin las relaciones volumétricas y condiciones experimentales que se detallan en la
Tabla 4.1.1. o en la Tabla 4.1.2., para cinco diluciones de la albumina y de la muestra de
concentracion desconocida. La longitud de onda utilizada para la lectura en cada tubo
fué a 595 nm y las concentraciones desconocidas se calcularon de acuerdo a la

pendiente de la curva estdndar segun la siguiente relacion:

Concentracion incognita =Absorbancia de muestra

Factor
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Tabla 4.1.1. Protocolo para la determinacion del contenido proteico utilizando el

reactivo de Bradford comercial Biorad

Curva estandar

Muestra
Tubo1l |[Tubo2 |Tubo3 | Tubo4 [TuboS5
Albtimina (ul)* blanco) 5 10 15 20 0
MEBPS-lactosa (100 mM) (ul) 800 795 790 785 780 400
Extracto crudo o Gal-1 (pl) 0 0 0 0 0 400
Reactivo de Bradford (ul) 200 200 200 200 200 200

*La concentracion de la solucion estandar de albumina empleada en este ensayo fue

de 1.00 mg/ml.

Incubacién: 15 minutos a t.a.

Tabla 4.1.2. Protocolo para la determinacion del contenido proteico utilizando el

reactivo de Bradford propio.

Micro método

Curva estandar

Muestra
Tubo 1 Tubo 2 | Tubo 3 Tubo4 | Tubo 5
Albimina (u)* (blanco) 10 50 75 100 0
MEBPS (ul) 100 90 50 25 0 0
Extracto crudo o Gal-1 (ul) 0 0 0 0 0 100
Reactivo de Bradford (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000

*La concentracion de la solucion estandar de albumina empleada en este ensayo fue

de 100 pg/ml.

Incubacion: 15 minutos a t.a.
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4.1.3.4. Almacenamiento de la Gal-1 purificada

a). En columnas de inter cambio anionico

Se procedi6 a la siembra en columnas de DEAE preparadas en jeringa de pléstico de 5
ml, sobre un piso de lana de vidrio se colocd 1ml de DEAE. Se equilibr6 la columna
con MEPBS 1/10 y luego se sembro el eluido de la columna de afinidad lentamente
sobre la pequefia columna y se cubrié con una solucion al 50% de glicerol en MEPBS

1/10, luego se cerrd la columna y se la conservo a -20°C.

Para eluir la proteina de la minicolumna se lavdo con MEPBS 1/10 para eliminar la
lactosa y se eluy6 con pequenos volimenes de MEPBS-CINa 500 mM y luego se midio

la cantidad de proteina con la técnica de Bradford.
b). Liofilizada

El eluido de la columna de lactosa-agarosa (columna de afinidad) se dializé frente a
buffer MEPBS1/10-Mercaptoetanol, se fracciond y las alicuotas se liofilizaron,

conservandolas a —20 °C.

4.2. Caracterizacion bioguimica parcial dela Gal-1 esplénica por cina

4.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se efectuo la electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones
desnaturalizantes, o sea en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1%, segtn el
método de Laemmli (Laemmli, 1970) a los efectos de evaluar el grado de pureza de las
muestras obtenidas y el peso molecular de la subunidad proteica de las galectinas en

estudio.

Se utilizaron geles de un porcentaje de acrilamida de 12% y un espesor de 0,75 mm. Las
muestras se desnaturalizaron por calentamiento a 100°C en buffer de muestra con SDS
2% y mercaptoetanol durante 90 segundos. Se sembraron de 5 a 15 pl de la muestra en
cada calle. La muestra se obtuvo del DEAE conservado a -20°C; primero se lavo el
mismo con 10 ml MEPBS 1/10 y luego se eluy6 con 200 pul de MEPBS —CINa 500

mM, o del liofilizado conservado a —20°C, reconstituido con solucion fisioldgica.
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El standard de PM utilizado fue: Dalton Mark VII-L (Sigma-Aldrich, St. Louis MO,
Estados Unidos): BSA (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), gliceraldehido-3 fosfato-
deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbdnica (29 kDa), tripsindgeno (24 kDa),
inhibidor del tripsinégeno (20,1 kDa) y lactoalbiimina (14,2 kDa).

Las corridas se efectuaron a 1 mA por muestra (10 mA/gel con diez siembras), mientras
las proteinas atravesaban la zona del gel de empaquetamiento (“stacking”); cuando las
muestras pasaron al gel de resolucion, la intensidad de la corriente se incrementd al

doble. Se trabajo a 10°C, usando azul de bromofenol para visualizar el frente de corrida.

Los geles se tifieron con Coomassie Brillant Blue o con coloracion argéntica

dependiendo de la concentracion de proteina presente en la banda.

Tincion de los geles con Coomassie Brillant Blue: se tifieron a t.a. con Coomassie

Brillant Blue R-250 0.125% en una soluciéon de metanol 50% y acido acético 10%,

siendo destefiidos en metanol 2%-acido acético 7%.

Tincion de los geles con coloracién argéntica: coloracion mejorada para proteinas

vegetales, ADN y ARN en geles de PAGE (Blum et al., 1987). El método se basa en

dos propiedades quimicas del S,0;7: mejoramiento de la imagen por pretratamiento de
geles fijados y formacién de complejos solubles de Ag que eliminan el background
inespecifico (coprecipitacion de sales insolubles de Ag) durante el desarrollo de la

imagen.

Se fija con 100 ml de solucion fijadora (metanol 50 ml, 4cido acético 12 ml,
formaldehido 37% 50ul, H20 c.s.p. 100 ml) durante 1 hora o una noche para prevenir
difusion de proteinas y disminuir fondo. Se lava tres veces (20 minutos cada una) con
solucion de lavado (etanol 30%) para remover el acido acético. Se trata con solucion de
pretratamiento (S203Na2 . 5SH20 0,03 g, H20O desionizada c.s.p. 150ml) durante 1
minuto exacto. Se lava tres veces con agua bidestilada durante 20 segundos cada vez
para remover el exceso de S203-2. Luego se trata con solucion de Ag (NO3Ag 0,2g,
formaldehido 37% 75ul, H20 desionizada csp 100 ml) durante 20 minutos. Se lava con
agua bidestilada 2 veces durante 20 segundos cada una para remover el exceso de
NO3Ag, el cual podria consumir el S203-2 del paso siguiente. Se sumerge el gel en la

solucion de desarrollo (Na2CO3 6 g, solucion de pretratamiento 1 ml, formaldehido
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37% 50 ul, agua desionizada csp 100 ml) hasta que no aparezcan mas bandas durante
aproximadamente 2 minutos; la reaccion se detiene sumergiendo el gel en una solucion
que contiene: metanol 10 ml, dcido acético 12 ml, agua desionizada csp 100 ml, durante

10 minutos.
4.2.2. Immunoblotting

Se efectuo la transferencia electroforética de los geles de PAGE-SDS. Estos geles se
sometieron a Western blot en membranas de nitrocelulosa a 0,45 pm en Tris 25 mM,
glicina 192 mM y metanol al 20%, pH 8,3 (buffer Towbin), durante 1 h. Las membranas
se bloquearon en leche 5%-PBS-Tween 20 0,05% durante 1 h a t.a. y en agitacion. Se
incubo con el primer anticuerpo antigalectina esplénico porcino diluido 1/100 en PBS
Tween 20 durante 1 h a t.a. Se realizaron tres lavados de 15 minutos cada uno en PBS-
Tween 20 0,05% y se incubd con el suero anti-IgG de conejo obtenido en oveja
conjugada con peroxidasa (segundo anticuerpo, Sigma) en una dilucién 1:1000 en PBS-
Tween 20 0,05%, durante 1 h a t.a. Finalmente, se realizaron tres lavados de 15 minutos
cada uno en PBS y se desarrollé con 4-cloro-1-naftol disuelto en metanol y con H202
30% en buffer Tris-salina (Tris 20 mM, CINa 500 mM, pH 7,5) durante 2-10 min, las
membranas se lavaron varias veces con agua destilada para detener la reaccion y se

secaron al aire.

4.2.3. Determinacion dela actividad lectinica hemoaglutinante

4.2.3.1. Preparacion de suspensiones globulares desializadas

Se obtuvieron globulos rojos de conejo (GRC) tratados con neuraminidasa (sialidasa) y
fijados con glutaraldehido (GRCD) (Joubert et al., 1986). Para ello, los GRC se lavaron
tres veces en SF y luego se desializaron con neuraminidasa Sigma de Clostridium
perfingens (0.06 Ul/ml de pellet globular), durante 90 min a 37°C, en agitacion
periodica. Luego, los eritrocitos fueron lavados tres veces en buffer fosfato-salina (PBS:
PO4H,K/PO4HK, 150mM-CINa 150 mM, pH 7.2) y se fijaron en glutaraldehido fresco
al 1% durante 1 h, a temperatura ambiente (t.a.) y en agitacion periddica. La fijacion se
termind mediante cuatro lavados en glicina 0.1 M en PBS, efectuando luego cuatro

lavados en PBS. Los GRCD se conservaron a 4°C como suspensiones al 1% (v/v) en
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CINa 150 mM conteniendo azida sodica 1 %, hasta tanto no se obtuviesen reacciones

falso positivas.
4.2.3.2. Determinacion cuantitativa de la actividad hemoaglutinante

La cuantificacion de la actividad hemoaglutinante de la lectina pura, se llevé a cabo en
microplacas en U, utilizando GRCD preparados como se indico en la seccion 4.2.3.1.
Cada pocillo de la placa fue sembrado con 20 pl de cada dilucion de los extractos
preparada en CINa 150 mM, 20 ul de CINa 150mM, 20 pl de albimina sérica bovina al
1% en CINa 150 mM , 20 pl de la suspension de GRCD al 5%. Se incub6 3h a t.a. Se
efectuaron controles de GRCD incubados en ausencia de muestra. La lectura se hizo
macroscOpicamente en base a considerar como resultado negativo la formaciéon de un
botdon en el fondo del pocillo de la placa, y como resultado positivo la formacién de un

manto uniforme de la suspension globular, ocupando toda la superficie del pocillo.

La mayor dilucion de una muestra que presentd hemoaglutinacion positiva se considerd
que poseia una unidad hemoaglutinante (1 UH). El titulo (T) de cada extracto se
expresd como la inversa de la dilucion que resultd ser el punto final. La actividad

especifica se defini6 como el nimero de UH/mg de proteina soluble.

4.3. Preparacion de plaguetas humanas lavadas (Pthl) pararealizar los
ensayos de ultraestructura mediante microscopia electrénica de

transmision (TEM) y fluorescencia (F)

Se obtuvieron muestras de sangre venosa de (n= 10) personas sin diferenciacion de
sexo, de edades comprendidas entre 25 -60 afios, aparentemente sanas y con el
consentimiento informado, conforme a los criterios bioéticos para las investigaciones en
humanos. Se recolectaron por puncion venosa, directamente en tubos plasticos 10 ml de

sangre, que contenian anticoagulante (citrato de sodio 3,8 g% 9:1) ) .

Se centrifugo6 la sangre entera con citrato a 200 rpm durante 5 a 7 min. Se separ6 el
plasma rico en plaquetas de las 2/3 partes superiores. Luego se centrifugé a 1200 rpm
durante 10 min, para obtener el plasma pobre en plaquetas. El mismo debe estar libre de
Plth por ello es importante evaluar la ausencia de plaquetas con un contador

automatizado. Al pellet de plaquetas se le agregd solucion salina hipotonica (CINH4
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1%) 5 min. a ta, para eliminar el resto de globulos rojos. Luego se realizaron tres
lavados con buffer Tris HC1 0,01 M, EDTA 1 M, NaCl 0,15 M, glucosa 5 mM, PMSF 1
mM, pH 7.,4. El tercer lavado se realiza con buffer sin EDTA. Las plaquetas lavadas se
resuspendieron a una concentracion de 1 x 10''/L en PBS para los ensayos de
microscopia electronica de transmision (TEM) y a una concentracion de 8 x 10''/L en

buffer de lavado Tris HC1 0.01M sin EDTA para ensayos de Fluorescencia.

4.4. Estudio de ultraestructura en Pthl activadasy adicionadas con

Gal-1 esplénica

Se colocan a 37 °C los tubos Eppendorf, con 50 pl de la suspension de Pthl (6x 10" /L)
en reposo o activadas (Pthl) con 50 pl de trombina Tr, aproximadamente 0.2U/ml de
acuerdo al inserto del fabricante (Lab. Wiener, Rosario, Argentina) entre 15 seg. ,30
seg. y 1 min. Posteriormente se incubaron 30 min. con 50 ul de Gal-1 esplénica porcina, a
diferentes concentraciones (0.5uM, 0.3uM y 0,1uM). También se incubaron Pthl en
reposo con Gal-1 a una concentracion de (0.5uM) inhibida previamente con lactosa
(100mM) 30 min a ta. (Gal-1 In). Se lavaron dos veces con PBS, centrifugando luego de
cada lavado a 400 xg durante 7 min. En el ultimo lavado se dejo el boton plaquetario en el

fondo del tubo.

Durante la preparacion de Plaquetas para el ensayo de microscopia electronica de
transmision TEM, se llevaron a cabo recuentos después de cada lavado, y asi
corroborar que se contaba con una buena concentracion de plaquetas hasta el final del

ensayo.
4.5. Preparacion de Pthl para microscopia electr énica de transmision

Una vez que se llevd a cabo todas las etapas de la preparacion de las plaquetas lavadas,
tratadas y controles, se procedid a la fijacion con una solucion de (glutaraldehido 4%
en buffer 0,1 M fosfato pH 7,4) durante 2 horas a 4°C. Luego se lavd 3 o 4 veces con el
mismo buffer. Esta preparacion se osmolizd con 5% de sacarosa. Se hizo una segunda
fijacion con OSO4 (tetroxido de osmio) al 1% en buffer fosfato durante 1 h a 4°C. Se
lavd con agua destilada o buffer 3 veces, siendo cada lavado de 5 min. La
deshidratacion se hizo en alcohol de 50% al 70% durante 5 min. en cada fase a la misma

temperatura y en alcohol absoluto en tres ocasiones, 10 min., a t.a. La inclusion se
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realiz6 en resina epoxi o araldita. Los cortes ultrafinos fueron de 60 nm de espesor y se
obtuvieron mediante un Ultramicrétomo Super Nova Reichert-J. Luego se montaron
sobre grillas de cobre cubiertas de una membrana de colodién y se contrastaron con
araldita y citrato de plomo, se examinaron y fotografiaron en el microscopio electronico
de transmision (TEM) JEM 1200 EX II. Los cortes semifinos para control del material
mediante Microscopio optico (M.O.) fueron de 2 micras de espesor y contrastados con

azul de Toluidina. (Tabla 4.2.1.)
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Tabla 4.2.1. Protocolo de ensayos para el estudio de la ultraestructura por TEM en Pthl

activadas y adicionadas con Gal-1 esplénica.

Tubo

Reactivo/

Método

Pth
1.

Act/ Tr
0,2U/ml

Lavado

Gal-
1C

Incubacion

Fijado

Lavado

ctrl. 3

Gal-1
0,5 ul

Gal-1
0,3 ul

Gal-1
0,1 ul

Gal-1
0,1 ul
inh.

Act. Tr
15 seg.
Gal-1
0,5ul

Act. Tr
30 seg
Gal-1
0,5ul

Act. Tr
1 min
Gal-1
0,5ul

3 lav.

Con

PBS

centrifugar

¢/ lavado

10 min.

ctrl. 2

10

ctrl. 1

37°C

30 min

Lavar

3 veces

con

PBS

Glutaral-

dehido

al

2%

2 hs

4°C

3 lav.

Con

PBS

sucrosa

Centrifugar

¢/ lavado

30 min.

Etapas realizadas en eppendorf
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4.5.1. Preparacion de Pthl para estudios de fluor escencia

Se realizaron experimentos por triplicado para cada dador (n=6). En tubo con 50 pl de
suspension de Pthl (8x 10''/L). Luego se incubé con Mepacrina (Quinacrine Sigma
Aldrich, St Louis Mo.) 0,2 mM por 20 minutos a 37°C en camara obscura. Nuevamente
se lavdo 2 veces mas con Tris-HCI 0,01M sin EDTA y con Tris-HCI sin EDTA con
Prostaglandina respectivamente (Alprostadil 25000 MCG, Roma-Farmacia vy
Laboratorio S.A. Capital Federal Argentina) centrifugando en cada lavado a 560 xg
duranete 10 min. Las (Pthl) fueron activadas con 50 pl de trombina Tr,
aproximadamente 0.2 U/ml de acuerdo al inserto del fabricante (Lab. Wiener. Rosario.
Argentina) entre 15 segundos, 30 segundos, 1 minuto y 2 minutos a 37 °C.
Posteriormente se incubaron 30 min. con 50 pl de Gal-1 esplénica porcina,
concentracion suboptima (0.1uM) determinada en ensayos previos. También se
incubaron Pthl en reposo con Gal-1 a una concentracion (0.1pM) inhibida previamente
con lactosa (100 mM) durante 30 min a ta. (Gal-1 Inh). Simultdneamente se realiz6 un
control de Pthl en reposo lavadas con Tris-HCI sin EDTA con Prostaglandina. Se
lavaron 2 veces mdas con Tris-HCI 0,01M sin EDTA y con Tris-HCI sin EDTA con.
Prostglandina respectivamente, centrifugando en cada lavado a 560 xg durante 10 min.
Se observo entre porta y cubreobjetos en el microscopio de epifluorescencia NIKON
ECLIPSE E 400, realizando luego la toma de fotografias con una camara NIKON
COOLPIX 4500-JAPAN. También se observd en un microscopio invertido de
fluorescencia Leica LMD 6000 Alemania, con cdmara incorporada modelo Eclipse TI-

U de NIKON, con un sistema de EPI-Fluorescencia. JAPAN. (Tabla 4.2.2.)

65



Tabla 4.2.2. Protocolo de ensayos para Fluorescencia de captacion de Mepacrina

Pthl en reposo activadas y adicionadas con Gal-1 y Gal-1 Inh.

n

Tubo | Reactivo/ | Pthl Mepacrina | Incubacion | Pthl Lavados | Gal- Incubacion | Suspension de

Método lavadas | 0,2 mM Act. Tr 1C Pthl tratadas
0,2 0,1uM 150ul
U/ml

1 ctrl. ® ® L ]

2 Tr. 15 @ @ L] L]
seg. 37°C

3 Tr.30 | ® ° 20 min. e e
seg. Camara t.a.

2 Tr.1 min Oscura ® 30 min. ®

Lavar

> Tr.2 Lavar o 2 veces o

min.
2 veces con

6 Gal-1C con Tris L L

7 Gal-1C Tris HCI HCl e Lavar o
Inh. Sin Sin 2 veces

8 Tr. 15 ® ® EDTA @ EDTA @ con [ ]
seg. Centri- Centri- Tris HCI

9 Tr.30 | @ O fugar O fugar g Sin e
seg c/lavado c/lavado EDTA

10 [Tr.imin | ® O > min ° Smin - [Tg— Centri- °

fugar
11 Tr. 2 min L] L] L]
c/lavado

12 Con 5 min 9

Prostagl.

Etapas realizadas en tubo

Etapa realizada

en portaobjetos

66




5. RESULTADOS
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5.1. Determinacion del contenido proteico de la Gal-1 esplénica

porcina, por €l método de Bradford

Se realizé una curva de calibracion con albumina bovina estandar para cada medicion
proteica de los extractos crudos y de la Gal-1 obtenida en cada purificacion. Mediante
su ajuste a una curva de regresion lineal se determind la concentracion en pg/ml de la
Gal-1 purificada, expresandose luego en concentracion puM. Las concentraciones de
Gal-1 obtenida en sucesivas purificaciones realizadas a lo largo de este trabajo,

estuvieron comprendidas entre: 10-60uM.

Se utilizaron dos reactivos de Bradford, el reactivo comercial (Tabla 5.1.1; Fig. 5.1.1.) y
el reactivo de preparacion propia (Tabla 5.1.2.; Fig. 5.1.2.), a continuacion presentamos
las curvas de calibracion obtenidas para la determinacion proteica de solo una

purificacion de todas las realizadas.

a). Reactivo comercial (Biorad)

Tabla 5.1.1. Curva de calibracion del reactivo comercial

1,2 [T T T T T T
Conc. Abs. (595nm) 1t
Alb.(ug/ml) g 0.8+
lg\ 9
0 0 @0,6 -
6.3 0.420 E 0,4}
125 0.639 <ol
18.8 0.778 0 & 1 1 Il Il ]
5.0 1115 0 5 10 15 20 25
Conc.Alb.(ug/ml)
r=0.9850
A =0.072 Figura 5.1.1. Regresion lineal de la curva
B —0.041 de calibracion del reactivo comercial
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b) Reactivo de preparacion propia

Tabla 5.1.2. Curva de calibracion del reactivo de preparacion propia

0,8 iy T T T T T
Conc. Alb.(ng/ml) | Abs. (595nm)
—_
0 0 g
g
10 0.081 R
N
50 0.309 %
Ra)
75 0.461 <
100 0.632
O a 1 1 1 1 1
r=0.9993 0 20 40 60 &0 100
A:6.39X10—3 ConcAlb(ug/ml)
3
B=6.17x10- Figura 5.1.2 Regresion lineal de la curva
de calibracion del reactivo de preparacion
propia

5.2. Caracterizacion bioguimica parcial dela Gal-1 esplénica porcina

5.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se realizo la corrida electroforética en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes de marcadores de PM y de la Gal-1 esplénica porcina de varias

purificaciones (Fig.5.2)

A B C D

66kDa ———
45kDa —
36kDa  ———————p -
29kDa  —p

24kDa — ‘

20,1kDa D ————. |

R - - N

Figura 5.2. SDS-PAGE de Gal-1 en condiciones desnaturalizantes. A) Los estandares de peso molecular
utilizados estan indicados con flechas: albumina bovina (66kDa), ovoalbumina (45kDa), gliceraldehido-

3-fosfato-deshidrogenasa (36kDa), anhidrasa carboénica (29kDa), tripsindgeno (24kDa), inhibidor del
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tripsindgeno (20,1kDa) y a-lactoalbumina (14,2kDa). B), C) Y D) Distintas purificaciones de Gal-1.

Revelado con coloracion argéntica.
5.2.2. Inmunablotting

Se transfirieron los geles de SDS-PAGE de acuerdo a lo descripto en la seccion 4.2.2.
En la Fig. 5.3 se muestran los resultados obtenidos en el inmunoblotting de la Gal-1

donde se observa una banda de 14.5 kDa, en las tres purificaciones.

Figura 5.3. Inmunoblotting de Gal-1 provenientes de purificaciones diferentes: 1, 2 y 3. Los geles de
SDS-PAGE fueron transferidos a nitrocelulosa e incubados con  anticuerpo policlonal anti-Gal-1
esplénico porcino (Dil.= 1/100), y como 2° anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa.

Revelado con 4-cloro-1-naftol como sustrato.
5.2.3. Deter minacion cuantitativa de la actividad hemoaglutinante

La cuantificacion de la actividad hemoaglutinante de la lectina purificada, se llevo a
cabo en microplacas en U, utilizando GRCD preparados como se indicé en la seccion
(4.2.3.1.). Se efectué un control negativo con GRCD incubados en ausencia de la
muestra. La lectura de la placa se llevd a cabo de acuerdo al criterio descripto en la

seccion (4.2.3.2.)

Se determind el titulo (T) de la Gal-1, y la actividad especifica (UH/mg de proteina
soluble). A modo de ejemplo; en la Fig.5.4 se muestra la determinacion cuantitativa de

la actividad hemoaglutinante de una de las lectinas purificada.
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Figura 5.4 a) Control positivo (Gal-1 recombinante humana); b) y c¢) Cuantificacién de la actividad
hemoaglutinante de la Gal-lesplénica porcina purificada en microplaca en U, incubando los GRCD con
diluciones crecientes de la lectina, de derecha a izquierda; d) Control negativo: GRCD incubados en

ausencia de Gal-1. Concentracion de Gal-1 empleada: 32 pug/ml. Actividad especifica: 19.047 UH/mg.

Por consiguiente, se purificd y caracterizo la Gal-1 esplénica porcina, para después ser
empleada en los estudios de interaccion de la lectina con las plaquetas. En la
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, se obtuvo una
banda de 14 kDa, que corresponde al homodimero de Gal-1. Luego por estudios
inmunolégicos (inmunoblotting) con antisuero anti-Gal-1 de bazo porcino obtenido en
conejo, se confirmo la presencia de una banda y finalmente, se realizé la medida de la

actividad lectinica hemoaglutinante (Ahmed H et al., 1996; Elola MT et al., 2005).

Por lo tanto, una vez asegurada la pureza y actividad bioldgica de la lectina, se procedid

a investigar la influencia de la Gal-1 sobre las plaquetas humanas.
5.3. Control delas Pthl

Las Pthl se controlaron analizdndolas con el contador automatizado, observando la
distribucion del tamafio celular en el histograma o en forma manual, con la cdmara de
Neubauer. Se obtuvo también el recuento de las mismas, para luego llevarlas a la

concentracion de trabajo de acuerdo al protocolo a seguir (TEM, F).
5.3.1. Control delavado de Pellet de Pthl (TEM)

Durante el proceso, en el protocolo de trabajo para (TEM), se analizaron los controles
en el contador automatizado de pellet de Pthl, después de cada lavado (3-6-9 lavados).
Observandose que después de 3 y 6 lavados la distribucion del tamafio celular del

histograma, se mantienen, no asi después de 9 lavados se redujo a la mitad .Por lo que
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se demuestra que que para nuestro trabajo, contamos con la cantidad necesaria de pellet

de Pthl. Figura 5.5
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Figura 5.5. a) Pellet Pthl (3 lavados) ; b) Pellet Pthl (6 lavados); c) pellet Pthl (9

lavados)
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5.4. Cambios Ultraestructurales en Pthl en reposos activadasy

adicionadas con Gal-1 esplénica observadasen TEM

Se evaluaron cambios ultraestructurales en Pthl en reposo activadas y adicionadas con
Gal-1 esplénica observadas en TEM seccion 4.4. Las fotografias de la figura 5.6. fueron
obtenidas de un experimento independiente de 10 realizados, mostrando un
comportamiento bifasico, como respuesta a la activacion, de las plaquetas expuestas a
bajas concentraciones de Gal- 1 (menores de 0,3 pM ) presentan marcadas alteraciones
fisicas, promovida por la reestructuracion del citoesqueleto, que comienza con la
perdida de la forma discoide y comienza a emitir pseudopodios delgados, disminucion
de los granulos y la notable expansion del SCA, que sin embargo preservan la estructura
del glucocalix. En cuanto a las plaquetas adicionadas con Gal-1 a concentraciones
0,5uM, en el citoesqueleto se observd, una disminucion en la emision de
pseudopddios, asi como de granulos y cambios moderados del SCA. Las plaquetas
expuestas a Gal-1 inhibida con lactosa (100 uM ) no presentaron cambios significativos

comparados con las plaquetas control (reposo).

En las plaquetas activadas con trombina a distintos tiempos de activacion (15 segundos,
30 segundos y 1 minuto) y adicionadas con una concentracion de 0,5 uM de GAL-1, se
apreciaron cambios drésticos que sin embargo preservan la integridad del glicocalix,
esto permitiria que los receptores en ¢l interaccionen con los ligando correspondientes
en los procesos de adhesion y activacion. Los granulos que estaban dispersos por el
citoplasma, van siendo desplazados hacia el centro por la contraccion del anillo de

microtubulos y los microfilamentos, para colaborar con la contraccion de la plaqueta.
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Figura 5.6. cambios ultraestructurales A). Control. Pthl en reposo. Aumento x12.000 Escala: 500nm .B).
Pthl adicionadas con Gal-1 (0,1 uM). Aumento x 5.000 Escala: 1uM. .C) Plaquetas adicionadas con
Gal-1 (0.5uM). Aumento x 5.000. Escala: luM. D). Plaquetas adicionadas con Gal-1 (0.5pM) Inh.con
Lac 100 mM (incub. 30 min. a ta). Aumento x 15.000. Escala: 500 nm. E). Plaquetas activadas con Tr
(0.2 UIl/ml; 0-1 min) y luego adicionadas con Gal-1 (0.5uM). Aumento x 4.000. Escala: 2 uM
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5.5. Ensayos por fluorescencia de captacion de Mepacrina en Pthl en

reposo activadasy adicionadas con Gal-1 y Gal-1 Inh.

Se muestran los resultados, de los ensayos de la captacion de Mepacrina a través de los
granulos densos por la intensidad de fluorescencia de cada fotografia, de la Fig. 5.7 que

fueron obtenidas de un experimento independiente de 6 realizados.

Examinando las microfotografias podemos concluir que los ensayos de Pthl en reposo,
lavadas con prostaglandina, coloreadas con Mepacrina (Pthl control) presentan mayor
intensidad de fluorescencia que las plaquetas activadas con trombina a diferentes
tiempos y que las mismas adicionadas con una concentracion de Gal-1 (0,1uM). Asi
mismo comparando las plaquetas activadas con Tr a diferentes tiempos y las mismas
adicionadas con Gal-1 observamos una menor intensidad de fluorescencia en éstas

ultimas demostrando un posible sinergismo entre la Tr y Gal-1.

Por otro lado comparando las Pthl control con las Pthl en reposo incubadas con Gal-1
(0,1uM) y con Gal-1 In. observamos que la emision de fluorescencia no varia entre los
controles y las Pthl con Gal-1 In. , sin embargo existe menos fluorescencia en las Pthl
incubadas con Gal-1 (0,1uM) evidenciando la posible degranulacion inducida por Gal-1

como agonista.

También se observa que las Plth activadas con Tr. a 2 min. la degranulacion es mayor,
la presencia de mepacrina en los granulos densos es menor expresando un déficit en la
fluorescencia. Esto sefiala que a mayor tiempo de activacion con Tr mayor

degranulacion y menor fluorescencia expresada.
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Figura 5.7. A) Muestra Control. Pthl en reposo; B) Pthl activadas con Tr. 15 seg.; C) Pthl
activadas con Tr. 30 seg.; D) Pthl activadas con Tr 1 min. ; E) Pthl activadas con Tr. 2 min. ; F)
Pthl con GAI-1C; G) Pthl con Gal-1 Inhibida; H) Pthl activadas con Tr. 15 seg. y con Gal-1C;
I) Pthl activadas con Tr. 30 seg. y con Gal-1C; J) Pthl activadas con Tr. 1 min y con Gal-1C;
K) Pthl activadas con Tr. 2min y con Gal-1C; L) Pthl lav. con Prostaglandina

77



6. DISCUSION Y
CONCLUSIONES
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En el presente estudio demostramos que la Gal-1 esplénica porcina interacciona con
plaquetas humanas en reposo y luego de la activacion con trombina, mediante técnicas
de microscopia electronica de transmision y de fluorescencia. Debido a que las
galectinas constituyen una familia de proteinas filogenéticamente conservadas
(Barondes et al., 1994; Elola MT y Fink NE, 2000), la identidad entre dominios que
ligan carbohidratos de distintas galectinas de una especie de mamifero es de 20-40 por
ciento y la homologia de la Gal-1 entre distintas especies es de 80-90 por ciento (Elola
MT y Fink NE, 2000). Asi, estas experiencias con Gal-1 esplénica porcina, lectina de
gran similitud con la Gal-1 humana, son comparables con los resultados hallados con
Gal-1 obtenidas de otras especies. En estudios sobre la interaccion de lectinas con
glicanos de superficie, llevados a cabo con otras lectinas vegetales y animales, se
obtuvieron hallazgos de interés. Asi, con la finalidad de descubrir el rol funcional de
los carbohidratos de la superficie celular y de los glicoligandos, se realizaron varios
estudios de agregacion “in vitro” con células sanguineas y lectinas, llegando a la
conclusion de que las lectinas producen la agregacion de estas células (gldébulos rojos,
linfocitos, neutrdfilos, plaquetas) induciendo a cambios que pueden resultar en la
activacion/expresion de proteinas de adhesion sobre la superficie celular, permitiendo
de esta forma, la estabilizacion de contactos intracelulares y, por lo tanto, favoreciendo
la agregacion celular (Gonzalez, MM, 2008). En los tultimos afios ha ocurrido un
cambio gradual del paradigma debido al reconocimiento de que las proteinas se unen a
glicanos de superficie de los microbios potencialmente patdogenos, y de que las
galectinas también funcionan como factores efectores y de reconocimiento de la
inmunidad innata y su implicancia en el proceso de inflamacion (Vasta GR et al., 2010).
Anteriormente, en el laboratorio se habian realizado estudios en neutréfilos humanos y
porcinos expuestos a Gal-1 esplénica porcina, confirmando la presencia de receptores
en superficie a través de la medida de activacion y degranulacion de los mismos (Elola
MT et al., 2005) y durante esas experiencias se evidencio la presencia de Gal -1 en
plaquetas contaminantes. En relacion a otras experiencias con Gal-1 exdgena en
plaquetas, se observd que la Gal-1 esplénica porcina interacciona con las plaquetas
humanas induciendo agregacion dependiente de la concentracion de lectina. En
particular en plaquetas, varios autores han demostrado que la Gal-1 de diferentes
especies produce agregacion en relacion dosis-dependiente. Asi, Timoshenko A V et
al. (2003), evidencio dicha respuesta, utilizando Gal-1 bovina. Por otra parte, Pacienza

N. et al (2008), confirmaron datos similares trabajando con Gal-1 recombinante
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humana. Como se describi6 en la introduccion, el receptor GPIIb/IIa es un miembro de
la familia de receptores de integrina, se encuentra en la superficie de plaquetas en
reposo y, también en el interior de la plaqueta, principalmente en los granulos a, en los

cuerpos densos y en las membranas que delimitan el SCA.

Ademas otros estudios realizados en el laboratorio han demostrado por citometria de
fluyjo e inmunofluorescencia, la presencia de galectina-1 enddgena en plaquetas

humanas lavadas y la deteccion de receptores totales utilizando Gal-1 porcina.

(Gonzélez M, FinK N, 2006 y Fink et al, 2007).

Esto nos motivo a analizar mediante microscopia electronica, los posibles cambios
producidos en la plaqueta intra- y/o extracelularmente, en reposo o activada con
trombina, e incubada posteriormente con Gal-1 esplénica porcina. Por otra parte, se
realizd el test de captacion de mepacrina, para demostrar en forma cualitativa por la
intensidad de fluorescencia, el grado de degranulacion que tiene la plaqueta en reposo

o activada, y asi estudiar la morfologia plaquetaria. (Billio A et al., 2001).

Mediante la metodologia de microscopia electronica de transmision, nuestros estudios
demuestran un comportamiento bifasico de las plaquetas expuestas a bajas
concentraciones de Gal- 1 (menores de 0,3 uM ), presentando marcadas alteraciones
morfoldgicas, promovidas por la reestructuracion del citoesqueleto, con la pérdida de la
forma discoide , la emision de pseudopodios, disminucion de los granulos y una notable
expansion del SCA, aunque sin embargo se preserva la estructura del glucocalix. El
comportamiento bifasico de la accion de la Gal-1 a diferentes concentraciones, ha sido
descrito en diferentes estudios, sugiriendo que su efecto depende del estado de
activacion y del tipo celular aunque algunos proponen que puede ser influenciado por
una distribucion relativa de las formas monomérica-dimérica de la lectina. (Wells y
Mallucci, 1991, Admas et al., 1996; Sacchettini et al., 2001). También se ha descrito
que la Gal-1 causa un efecto bifasico, comparativamente a nuestros resultados con Gal-
1 porcina seccion 4.5 (Fig.5.6) en ensayos de crecimiento celular. A altas dosis
(aproximadamente 1puM), inhibe la proliferacion independientemente de su actividad de
union a hidratos de carbono, y a bajas concentraciones (aproximadamente 1 nM) es
mitogénica y su actividad es inhibida por lactosa. (Adams et al., 1996; Vasta et al.,

2005).

En nuestro trabajo, observamos cambios caracteristicos de activacion plaquetaria

drastica en plaquetas activadas con Tr y adicionadas con una concentracion fija de Gal-
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1 (0,5uM) (Figura. 5.6). Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos,
mediante inmunohistoquimica (Gonzalez MM y FinK NE, 2006) y citometria de flujo
(Gonzalez MM et al., 2007). Asi, se puede concluir que la interaccién de Gal-1 con un
ligando/receptor, tipo integrinas seria la responsable de los cambios morfoldgicos
ultraestructurales relacionados con funciones como cambio de forma, adhesion,
agregacion plaquetaria. Consideramos que el alto poder de resolucion del microscopio
electrénico y la aplicacion de una metodologia adecuada (que evite la activacion de las
plaquetas preservando todas las estructuras intraplaquetarias), es una herramienta
fundamental para el diagndstico de alteraciones de la estructura plaquetaria. Entre los
rasgos apreciables que se evidencian, podemos destacar las alteraciones de los granulos,
no solo en el aspecto cuantitativo sino también cualitativo por la presencia de formas
anomalas con la disminucion de la electrodensidad en los granulos densos o presencia
de granulos alfa gigantes. La formacion de complejos del SCA, de STD o mixtos, es
otra alteracion caracteristica de algunos procesos. Asi mismo pueden observarse sefales
morfologicas sugestivas de activacion plaquetaria in vivo, como disminucion de la

forma discoide, emision de seuddpodos o centralizacion de granulos.

En cuanto a los resultados de captacion/liberacion de Mepacrina por los granulos
densos, se encontrd un posible sinergismo entre las Plth activadas con Tr a diferentes
tiempos y las mismas adicionadas con Gal-1 (0,1uM), concentracion elegida por
demostrar cambios apreciables en la ultraestructura plaquetaria. El efecto sinérgico
podria deberse a la interaccion de la Gal-1 con el complejo GPIIb/Illa, como
mencionamos mas arriba. Nuestros resultados quedan demostrados por la disminucién
de la intensidad de fluorescencia emitida (comparado con los controles, Figura 5.7)
debido a la degranulacion plaquetaria producto de la activacion tanto con Tr como con
la Gal-1 porcina. El ensayo de captacion de mepacrina ha sido aplicado tanto al estudio
de la patologia plaquetaria humana como en la investigacion del disfuncionalismo
plaquetario en animales. Asi se ha descripto anomalias en diferentes cepas de ratones
con enfermedad de pool de deposito plaquetario. Estos estudios se llevaron a cabo en
siete diferentes mutaciones recesivas de ratones con deficit pigmentario asociado con
sangrado aumentado (Reddington et al, 1987). Es de remarcar, que aunque por causas
diferentes , la similitud de las microfotografias de este trabajo y las mostradas en la
presente tesis, obtenidas en condiciones experimentales en la reaccion de liberacion de

mepacrina, es notoria.
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Otra consideracion de interés sobre la prueba de la mepacrina es que ha sido transferida
a la metodologia de citometria de fluyjo con el objetivo de estudiar la
captacion/liberacion del compuesto por los granulos densos. Esta metodologia se sumo
a otras como luminoagregometria, la incorporacion/liberaciéon de serotonina radioactiva
y la microscopia electronica para lograr un diagnostico mas exacto de los desordenes
adquiridos y congénitos de los desordenes plaquetarios. Asi se ha estudiado a pacientes
con la enfermedad de Hermansky- Pudlack que tiene una deficiencia en los granulos

densos que es caracteristica

Una desventaja de esta técnica es que en estudios anteriores se ha demostrado que la
Mepacrina inhibe la fosfolipasa A2 y la produccién del acido lisofosfatidico, que
participa en la transduccion de sefial para la liberacion de los granulos densos, por lo
tanto la presencia de un agonista fuerte como la trombina o mAb7 (un anticuerpo
monoclonal contra p2/ CD9) es necesario para estimular la liberacion de los granulos

densos (Wall J et al., 1995).

Con respecto a las plaquetas activadas con Tr a una concentracion Unica y a diferentes
tiempos de activacion (Figura 5.7) podemos observar un descenso de la fluorescencia
a los 2 minutos debido a una mayor liberacion de granulos densos. Estos resultados
concuerdan con otros hallazgos donde describen que la Tr induce la liberacion de los
granulos densos, los cuales captan la mepacrina dentro de los primeros 5 minutos
continuando hasta alcanzar una meseta a los 15 (Wall J et al., 1995). En nuestros
experimentos si bien se observo un descenso de la fluorescencia, no nos fue posible
establecer con la técnica de microscopia de fluorescencia, una relaciéon entre la
intensidad de la fluorescencia y la de la activacion con Tr. Esto permite suponer que la
Gal-1 porcina podria actuar por algin mecanismo de transduccion de sefial, provocando

la liberacion de granulos, aunque funcionando como un agonista mas débil que la Tr .

Debido a que las plaquetas participan en la homeostasis celular, inflamacion y
progresion tumoral, ampliamos nuestros estudios de ultraestructura plaquetaria donde
evaluamos la accion de Gal-1 esplénica porcina en Plth utilizando diferentes

metodologias.

Debido a la importancia de las funciones que las plaquetas desempefian, desde su
descubrimiento, ha habido un interés especial en el desarrollo de técnicas de laboratorio
que permitan valorar su funcionalidad. Como las funciones son muy diversas y

complejas, se hace necesario emplear una bateria de técnicas, porque una sola no podria
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dar informacion sobre las potenciales disfunciones plaquetarias. Entre las numerosas
técnicas empleadas, la TEM y la captacion/liberacion de mepacrina son dos de las
pruebas usadas, razén por la cual estas metodologias, con diversos agonistas que
incluyan a la Gal-1, podrian ser de interés en el estudio de diversas patologias en
animales y en humanos (Rivera J, 2007). El efecto observado de Gal-1 y un mejor
conocimiento de los mecanismos afectados en la plaqueta, podrian hacer que, a futuro,
se la emplee en una metodologia rapida para la deteccion de defectos de la funcion

plaquetaria.

Considerando perspectivas futuras, la Gal-1 podria cumplir roles bioldgicos
esenciales, en la plaqueta, asi el esclarecimiento de esas funciones permitiria aplicar
esos conocimientos al diagnostico, pronostico y tratamiento de trastornos autoinmunes,
infecciones, reacciones alérgicas, procesos inflamatorios y fenomenos de diseminacion

tumoral, procesos en los cuales, las plaquetas también son piezas claves
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