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Resumen

Las galectinas, previamente conocidas como lectinas de tipo S o S-Lac, son una familia
filogenéticamente conservada que tienen homologia de secuencias aminoacidicas y
dominios de reconocimiento a carbohidratos (CRD). Todas las galectinas unen lactosa y
otros oligosacaridos B-galactosidicos ejerciendo multiples funciones. Se han identificado 15
galectinas de mamiferos, siendo designadas Gal-1 a la Gal-15. A través de estudios de
localizaciéon de las galectinas se sabe que estas proteinas pueden secretarse en multiples
compartimentos celulares dependiendo del estatus celular. La Gal-1 pertenece a las
galectinas prototipo, tiene un Unico CDR y puede formar homodimeros a través de
interacciones no covalentes, lo que le confiere la habilidad de formar complejos
multivalentes con glicoconjugados especificos en una amplia variedad de tejidos. La Gal-1
presenta una diversidad de comportamientos, presentando efectos estimulatorios o
inhibitorios, de adhesividad o de anti-adhesividad, de proliferacién o de inhibicion de la
proliferacion, dependiendo del tipo celular, su estado de activacion, expresion y su estado
de glicosilacion de receptores en su superficie, de la proporcion mondémero-dimero y de la
distribucion intra vs. extracelular. Las plaquetas son células sanguineas anucleadas de
forma discoide que circulan en una concentracién de 150 a 450 x 10°/L, formadas a partir
de los megacariocitos como discos celulares pequefos que funcionan preservando la
integridad del sistema vascular y sus acciones también estan vinculadas con procesos
complejos como inflamacioén y cancer. Se sabe que aproximadamente el 15% del complejo
GPIIb/IIla plaquetario esta compuesto por hidratos de carbono y que la interaccion de la
Gal-1 recombinante humana con plaquetas homologas, provoca cambios conformacionales
en los receptores GPIIb/IIIa los que favorecerian el fendmeno de activacion. Debido a que
la Gal-1 tiene un rol crucial en la homeostasis celular, inflamacion y progresion tumoral, al
igual que las plaquetas, y participa del funcionalismo plaquetario interaccionando a través
de receptores/ligandos de la misma, nos propusimos purificar y caracterizar a la Gal-1
plaquetaria y plasmatica humana, asi como también establecer las interacciones con
proteinas que participan en el funcionalismo de dichas células. En nuestro laboratorio,
previamente demostramos que existia expresion de Gal-lendogena en plaquetas en reposo,
tanto por IFI como por CF. Para el aislamiento de Gal-1 de las plaquetas y del plasma
humano, realizamos cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de afinidad en
lactosa-agarosa. Encontramos que la Gal-1 plaquetaria co-purifica con actina, formando un
complejo dificil de disociar. La presencia del complejo fue confirmada por western blot y
por RP-HPLC-MS. Se estudio la actividad bioldgica de la Gal-1-actina mediante ensayos
de hemoaglutinacion utilizando globulos rojos de conejo tratados con neuraminidasa. A su
vez, mediante microscopia confocal, se demostré que ambas proteinas co-localizaban tanto
en plaquetas en reposo como en las activadas con Tr. Por otro lado, se realizaron estudios
mediante IFI, para estudiar la interaccion de Gal-1 con sus ligandos en plaquetas tanto en
reposo como activadas con Tr y Gal-1, para dilucidar posibles interacciones con Ta y otras
proteinas de la MEC. También purificamos la Gal-1 plasmatica, pudiendo solo realizar la
caracterizacion parcial de la misma. En base a nuestros resultados demostramos que la Gal-
1 se encuentra en muy baja concentracion en plaquetas humanas, coincidentemente con los
estudios de proteémica previos. Proponemos que la Gal-1 podria generar un complejo
interactivo con la actina, la Ta y otras proteinas de la MEC en las plaquetas humanas.
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Seccion 1: Galectina-1

1.1. Lectinas animales

Las lectinas son un grupo especial de proteinas que interactian selectivamente con estructuras de

azucares especificos sin modificar su naturaleza bioldgica, teniendo la capacidad de unir carbohidratos,

monosacaridos u oligosacaridos simples (Barondes, 1981).

A fines del siglo XX fueron clasificadas en cinco familias de acuerdo a su estructura primaria:

Lectinas tipo C: tienen un dominio C-terminal de reconocimiento de carbohidratos (CDR)
conservado y la unién al carbohidrato es variable (manosa, galactosa, fucosa, tetrasacarido de
heparina) y dependiente de calcio.

Lectinas tipo I: tienen un CDR similar a las inmunoglobulinas y la unién a carbohidrato es
variable (Man6GIlcNAc2, epitope HNK-1, acido hialurénico, 02, 3/a2,6-sialilactosa).
Galectinas tipo S: tienen un CDR conservado y la union es a carbohidratos - galactosidicos.
Lectinas tipo P: el CDR es una subunidad pentamérica, la unién a carbohidratos es variable
(4,6-acetal ciclico de B-galactosa, galactosa, monosacaridos sulfatados y fosforilados)
Pentraxinas: el sitio de reconocimiento a carbohidratos es similar a un CRD, pero no se puede
definir estrictamente como tal. La union a carbohidratos se realiza a través de glicoproteinas

que contienen manosa-6-fosfato.

A partir del siglo XXI, varios trabajos de Crocker et al. estudiaron las lectinas de tipo I y las

denominaron Siglecs (inmunoglobulinas que unen 4acido sialico unidas a lectinas, conocidas

comunmente como lectinas tipo I); estudiandolas sobre la superficie de varias lineas celulares, las

encontraron finalmente tanto en la superficie de células del sistema inmune como del sistema

hematopoyético (Crocker et al., 2014; Cagnoni et al., 2016) (Fig. 1.1). Previamente fueron clasificadas

como lectinas de tipo I, debido a que contenian una inmunoglobulina homologa unida al dominio, pero

actualmente forman dos grupos distintos: (1) un grupo conservado evolutivamente consistente en

sialoadhesina/Siglec-1, CD22/Siglec-2 y una glicoproteina asociada a mielina/MAG/Siglec-4 y (2)

siglecs relacionadas con CD33/Siglec-3 y Siglec-5 a -13.
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Figura 1.1. Representacion esquematica de las tres familias de lectinas A) Siglecs, (B) Lectinas tipo C, y (C) Galectinas.
Tomado de Cagnoni et al., 2016.

Las lectinas Siglecs son expresadas primariamente en células B, macrofagos, células dendriticas
(DCs), y eosinodfilos, estando implicadas tanto en la inmunidad innata como adaptativa. A su vez, las
Siglecs estan involucradas en la sefalizacion celular y la adhesion, y se supone que participan en el
reconocimiento de patdogenos y en la endocitosis (Fig. 1.1). Por lo tanto juegan un rol importante en las
interacciones patogeno-huésped, comunicacion célula-célula, y regulacion de la tolerancia inmune,

manteniendo la homeostasis inmune y regulando los procesos inflamatorios (Thijssen et al., 2015).
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Los receptores de lectina de tipo C (dependientes del calcio) (CLR) son la mas grande y variada
familia de lectinas de animales. Sus dominios de reconocimiento a carbohidratos son tipicos de
ligandos de unién a azucares, ligandolos a iones Ca*". La diversidad del grupo de lectinas de tipo C
comprende receptores endociticos, selectinas, colectinas y proteoglicanos, tanto de tipo de secrecion
como de transmembrana. El grado de conservacion varia en toda la familia; los receptores para la
adhesion y endocitosis de los glicanos endogenos en mamiferos se conservan a menudo, mientras que
la unién a receptores de patdogenos en las células inmunes muestran mas variabilidad (Drickamer &
Taylor, 2015).

Ademas de su funcidn en la adhesion celular y el metabolismo de las glicoproteinas, las lectinas
de tipo C también participan fuertemente en la respuesta inmune y el reconocimiento de patdgenos
(Dambuza & Brown, 2015) (Fig. 1.1).

Se demostré que los patdégenos y los antigenos tumorales utilizan las CLRs para evadir el
reconocimiento del sistema inmune del huésped, evitando asi su degradacion. La comunicacion de
CLRs y receptores tipo Toll de células dendriticas se realiza al inicio de la respuesta inflamatoria,
manteniendo la tolerancia por el sistema de defensa. Asi, las CLRs son capaces de modificar las vias de
sefializacion activadas por los receptores Toll-like. Este comportamiento se observa tipicamente en
DC-SIGN (molécula ramificada de adhesion intercelular especifica-3 de células, no integrina) y el
receptor de galactosa de macrofagos (MGL), una nueva via hacia la terapéutica antiviral y
anticancerigena (Napoletano et al., 2012).

Por otro lado, las Galectinas son una familia de lectinas solubles unidas a glicanos altamente
conservadas, que se caracterizan por poseer un dominio de reconocimiento de carbohidratos

conservado (CDR) y un pliegue estructural comun (Fig. 1.1) (Cagnoni et al., 2016).

1.1.1. Galectinas

Los miembros de la familia de las galectinas (Gal) son una familia de lectinas solubles. Cada
molécula de galectina contiene en su estructura al menos un dominio de alrededor de 135 aminoacidos,
responsable de la propiedad de unién de carbohidratos, CDR. Se han caracterizado hasta el momento

15 galectinas en los mamiferos, numeradas segliin la cronologia del descubrimiento (Gal-1 a Gal-15).



Introduccion

Mediante estudios de la estructura primaria, se encontré un 29% de identidad de secuencia entre los
CDRs de las galectinas humanas (Guardia et al., 2011).

Por otro lado, la identidad de secuencia entre la misma galectina en distintas especies de
mamiferos asciende a un 80-90%, demostrando que estas proteinas se encuentran altamente
conservadas (Barondes et al., 1994b).

Ademas, mediante estudios de cristalografia de rayos X y experimentos de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear se ha descripto la estructura de algunos miembros de esta familia, como
por ejemplo, de las Gal -1, -3, -8 y -9. Por lo tanto, de acuerdo a sus caracteristicas estructurales, las
galectinas se clasifican en tres grupos (Barondes et al., 1994a; Barondes et al., 1994b; Hirabayashi &
Kasai, 1993) (Fig. 1.1 y Fig.1.2):

1. Galectinas prototipo: contienen un Unico CDR y reconocen estructuras simples de disacaridos. Son
capaces de asociarse formando homodimeros mediante interacciones no covalentes 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).

2. Galectinas tipo chimera: la galectina 3 es el unico miembro de esta familia; contiene un unico CDR
en el C-terminal y un dominio N-terminal atipico no lectinico que estd involucrado en la

oligomerizacion de la lectina, formando trimeros o pentdmeros.

3. Galectinas tipo tamden repeat. contienen dos CDR estructuralmente diferentes en tandem
conectados por un péptido. Son naturalmente bivalentes, aunque cada CDR pueda reconocer estructuras

sacaridicas sutilmente diferentes. Pertenecen a este grupo las Galectinas 4, 6, 8, 9y 12.

Se descubrio que la interaccion glicoproteina-galectina produce enrejados que transducen
senales celulares, modulan el crecimiento, diferenciacion y supervivencia celular. Por otro lado,
también modulan las interacciones célula-célula, célula-matriz y patdogenos-célula. También se sabe
que los entrecruzamientos glicoproteina-galectinas regulan el furnover del receptor y la supervivencia y
sefializacion celular, siendo controlados por el grado de ramificacion de los N-glicanos, los cuales

participarian de la modulacion del turnover y senalizacion del receptor. La sializacion diferencial sobre
5
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las glicoproteinas de la superficie celular influencia selectivamente la formacion de entrecruzamientos

glicoproteinas-galectinas en diferentes células T-helper, asi como también la Gal-1 regula la

susceptibilidad para inducir la muerte celular (Thijssen et al., 2015) (Fig. 1.2).

A PROTOTYPE TANDEM REPEATS CHIMERIC
1,2, 7, 10,13, 14 4,8 9,12 3

D@

2

Figura 1.2. Familia de las galectinas humanas y sus
funciones. A) Esquema de los tres grupos diferentes
de galectinas B) Esquema de las funciones
extracelulares mas comunes de las galectinas. La
dimerizacion y multimerizacion permite a las
galectinas  unirse simultineamente a multiples
glicoconjugados. De esta manera las galectinas pueden
(I) mediar interacciones célula-célula homo 'y
heterotipicas, (II) estimular o prolongar la sefializacion
por el agrupamiento de receptores en la superficie
celular y (III) mediar las interacciones matriz
extracelular-célula. Tomado de Thijssen et al., 2015.

Su distribucion en los tejidos de los mamiferos es variada. Mientras Gal-1 y -3 se detectan de

forma ubicua, otras galectinas se encuentran mas especificamente distribuidas, tal como Gal-2 y -4, que

se encuentran preferentemente en el tracto gastrointestinal, en tanto que Gal-7 es muy abundante en la

piel, Gal-10 en eosinofilos y Gal-12 en el tejido adiposo (Yang et al., 2004).

1.1.1.1. Galectina-1

La Galectina-1 (Gal-1) fue el primer miembro de la familia de las galectinas descubierto.

Pertenece a las galectinas prototipo, tiene un Unico CDR y puede formar homodimeros a través de

interacciones no covalentes, lo que le confiere la habilidad de formar complejos multivalentes con

glicoconjugados especificos (Liu & Rabinovich, 2005).
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1.1.1.1.1. Gen
El gen LGALSI (lectin galactoside binding soluble 1) localizado en el cromosoma 22ql12

codifica para la proteina Gal-1, con un peso molecular aproximado de 14 kDa (Camby et al., 2006).

Se sabe que el estado de metilacion del promotor es un mecanismo clave en la regulacion de la
expresion génica de Gal-1 (Barrientos et al., 2014) (Fig.1.3.A). Ademads, varios factores de
transcripcion estan implicados en la expresion de Gal-1, como el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1)
en células de cancer colorectal (Zhao et al., 2010), el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NFxB) en células T (Toscano et al., 2011) y en sarcoma de Kaposi
(Croci et al., 2012), la proteina activadora 1 en células Reed-Stenberg de linfoma de Hodgkin
(Juszczynski et al., 2007) y la proteina o de union a la secuencia reguladora CAAT en leucemia

mieloide aguda (Zhao et al., 2011).

i ;:Z ! 238071615 s 278015 % Figura 1.3. Estructura genética y proteica
mf D'__“__*l'_-ﬂ-—'“."AT de Gal-1. (A) El mapa del locus de Lgalsl en
qit Poai,. 2 - e el cromosoma humano 22q12 que comprende
a1z 4.2 kb. La union de cuatro exones (1-4) da

a2 - lugar a una transcripcion de 0,6 kb que
Lgals1 s codifica una proteina de 135 aminoacidos. (B)

q13 i Gal-1 se encuentra en solucién como una
MACGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKDSNNLCLH forma  homodimérica  mantenido  por

o FNPRFNAHGDANTIVCNSKDGGAWGTEQREAVFPFQPGSVAEVCI interacciones no covalentes que implican los

B A extremos N y C de sus subunidades

(representado en azul y rosa). Cada
mondémero contiene la estructura del CRD
compuesta de cinco y seis cadenas plegables
de B hojas antiparalelas dispuestas en un p-
sandwich. Los CRD se ilustran en la figura
como sitios de union en cada mondmero
(Galb1-4Glc). CRD es el dominio de
reconocimiento de carbohidratos. Tomado de
Barrientos et al., 2014.
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1.1.1.1.2. Estructura y localizacion de Gal-1

La Gal-1 existe como un homodimero en solucién y la integridad del mismo se mantiene
principalmente por interacciones que ocurren en la interfase entre los mondémeros y a través del nucleo
o centro hidrofobico. Cada subunidad tiene un PM de aproximado de 14,5 kDa. Pertenece al grupo de
galectinas proto-type. La Gal-1 contiene un CDR formado por 11 hebras [ dispuestas en hoja B
sandwich paralelas. Seis de estas cadenas 3, de S1 a S6, forman la cara concava del CDR, donde se une
el ligando, mientras que las cinco restantes (F1 a F5) forman la otra cara (Camby et al. 2006; Romero
etal.,2016).

El N y C terminal de cada monomero se colocan en la interfase del dimero y los CDR estan
situados en los extremos terminales de la misma cara; esta configuracion forma un bolsillo con cargas
negativas en el interior de la cavidad (Barrientos et al., 2014). (Fig. 1.3.B).

Se sabe que la estructura del CDR de Gal-1 se encuentra altamente conservada en los
vertebrados a lo largo de la evolucion. A su vez, una de las principales caracteristicas del homodimero
es su espontdnea disociacion a bajas concentraciones (Kd 7 uM) hacia la forma monomérica, que
también es capaz de unirse a carbohidratos, pero con menor afinidad (Leppanen et al., 2005).

Por otro lado, cada monomero de Gal-1 posee seis residuos de cisteina, lo que le confiere una
fuerte sensibilidad a la oxidacion. Los residuos de cisteina deben estar en estado reducido para
mantener la estructura molecular con actividad de lectina, dado que en estado oxidado carece de dicha
actividad. Durante la oxidacion se forman tres puentes disulfuro en la estructura de Gal-1,
produciéndose un cambio conformacional que impide la dimerizacidn y el reconocimiento de glicanos
(Pande et al., 2003). La presencia de ligandos de Gal-1 desplaza el equilibrio mondmero-dimero
favoreciendo la dimerizacion y protegiendo a la Gal-1 de la oxidacion (Stowell et al., 2009).

La Gal-1 se expresa en diferentes tejidos/organos humanos, incluyendo timo (Baum et al.,
1995), colon (Hittelet et al., 2003), bazo (Ahmed et al., 1996), musculo liso (Moiseeva et al., 2000),
ovario (van den Brule et al., 2003), sistema nervioso (Akazawa et al., 2004), pulmén (Gitt & Barondes,
1986) y linea celular de hepatoma HepG2 (Abbott & Feizi, 1989). A su vez, 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 (Iglesias et al., 1998) y testiculo (Dettin et al., 2003). En

bovino, se dispone de la secuencia completa de las Gal-1 de corazéon y de la linea celular de
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fibroblastos EBTr (Abbot & Feizi T., 1989) y de bazo (Schwarz et al., 1998). Otras galectinas
secuenciadas son las de pulmon de rata (Clerch et al., 1988), cerebro (Hynes et al., 1990) y corazén de
cerdo (Merkle et al., 1989).

Se han observado perfiles diferentes de expresion de lectinas en células cancerigenas,
comparados con células normales (Liu & Rabinovich, 2005). En varios trabajos se ha demostrado un
incremento en la expresion de Gal-1 en diferentes tumores, entre ellos astrocitomas (Camby et al.,
2001), melanomas (Rubinstein et al., 2004) y carcinomas tiroideos (Xu Z et 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 et al., 1999). Este punto sera ampliado en la seccion 1.1.4.

1.1.1.1.3. Sintesis y secrecion

La Gal-1 tiene caracteristicas de una proteina citoplasmadtica, con un extremo amino acetilado
y carece de glicosilaciones. Sin embargo, su expresion se describio en el nicleo y citoplasma, asi como
también en la cara intracelular de la membrana plasmatica. Aunque Gal-1 carece de una secuencia
sefial de secrecidon y no atraviesa la via clasica del reticulo endopldsmico y aparato de Golgi, es
secretada y se la puede encontrar en la cara extracelular de las membranas plasmadticas, asi como en la
matriz extracelular (MEC) de varios tejidos normales y neoplasicos (Camby et al., 2006).

La primera vez que se describio6 la secrecion de Gal-1 fue en el afio 1990, en células de musculo
esquelético (Cooper & Barondes, 1990), pero los mecanismos subyacentes permanecieron
desconocidos, hasta que el grupo de Nickel demostré que la secrecion de Gal-1 de células de
mamiferos involucra una translocacion directa a través de la membrana plasmadtica, que requiere de
proteinas integrales de membrana y factores citosélicos no identificados. El sitio de union a glicanos
podria ser el primer motivo que dirija la exportacion utilizando moléculas de superficie que contengan

B-galactosidos como receptores para Gal-1 intracelular (Nickel, 2005).
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1.1.2. Ligandos de Gal-1

En la actualidad muchos ligandos han sido descriptos para la Gal-1, los cuales median las
interacciones conocidas hidrato de carbono-proteina (azucar-lectina), pero se ha descubierto también
que interactua como proteina-proteina (proteina-lectina).

La actividad de la Gal-1 a través de la unién con hidratos de carbono se observa en el espacio
extracelular, mientras que las interacciones proteina-proteina desencadenan funciones intracelulares.

Dichas interacciones se detallan a continuacion.

1.1.2.1. Interaccion hidrato de carbono-proteina

La actividad de la Gal-1 como lectina se relaciona con el sitio de union al hidrato de carbono
(CDR) (Fig. 1.3.B). La unio6n del aztcar es favorecida entalpicamente, apoyando la idea de que fuerzas
de van der Waals y puentes de hidrogeno constituirian las principales fuerzas que impulsarian y/o
estabilizarian estas formaciones complejas (Lopez-Lucendo et al., 2004).

Se sabe que entre las interacciones hidrato de carbono-proteina intervienen receptores de la
matriz extracelular (MEC) y/o de la superficie celular. La MEC se ha estudiado mediante métodos
inmunohistoquimicos, los cuales demuestran que estd enriquecida en Col tipo I, III, V y VI, Vn, Fn,
Fb/fibrina, osteopontina y TPS. Algunas de las proteinas mencionadas proceden de fuentes externas:
por ejemplo, Fn y Vn se encuentran en sangre periférica, otras como la TPS es secretada por las
plaquetas activadas, asi como el Fb, que pasa a fibrina y se deposita luego de la trombosis local.

La Gal-1 se une a un nimero de componentes de la MEC en forma dosis-dependiente y de
manera - galactosidica dependiente en el siguiente orden: laminina > Fn celula r> TPS > Fn
plasmatica > Vn > osteopontina (Moiseeva et al., 2000; Moiseeva et al., 2003a), siendo la laminina y la
Fn los principales ligandos de Gal-1 (van den Brule et al., 2003).

Por otro lado, se sabe que la Gal-1 es abundante en la MEC de la pared vascular normal; la
modulacion de su expresion en diversas condiciones fisiologicas influye en sus propiedades, por
ejemplo, inhibe la incorporacion de Vn y condroitin sulfato B a la MEC de células musculares lisas
vasculares. Este hecho sugiere una funcion de Gal-1 en el disefio y remodelacion de la MEC (Moiseeva

et al.,2003a).
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También se ha informado una sobreexpresion del gen de Gal-1, junto a los genes que codifican
para las proteinas de MEC, en el aneurisma cerebral; dicho hallazgo podria estar relacionado con la
funcion que desarrolla la Gal-1 en la formacion de la MEC durante la cicatrizacion de heridas y la
reconstruccion de los tejidos (Moiseeva et al., 2003a).

La mayoria de los ligandos identificados de union extracelular para Gal-1 son glicoconjugados
ricos en el disacarido N-acetil-lactosamina. La disposicion de los disacaridos de lactosamina en
cadenas ramificadas repetidas son responsables de la alta avidez por la lectina, pero también es posible
la union de la Gal-1 a la lactosamina sola, aunque con niveles relativamente bajos de afinidad (Ahmad
et al.,2004).

Varias glicoproteinas de membrana fueron identificadas como proteinas que unen Gal-1,
permitiendo la interaccion entre célula-célula o la adhesion entre célula-MEC. Las integrinas son
receptores heterodiméricos para moléculas de adhesion de la superficie celular y proteinas de la MEC.
Se unen a ligandos de una forma afinidad/avidez dependiente y su interaccion esta influenciada por la
capacidad de union y la conformacion del ligando. Por lo tanto, los diferentes ligandos o las diferentes
formas de un mismo ligando pueden transmitir distintas sefiales celulares a través de una misma
integrina (Stupack & Cheresch, 2002a y b).

A su vez, se han descripto numerosas variantes de integrinas y glicoformas relacionadas con la
Gal-1, en numerosos tipos celulares normales y patologicos (Moiseeva et al., 2003b). Por otro lado, se
sabe que Gal-1 se une a un conjunto de glicoproteinas de la superficie celular de mamiferos, y que so6lo
las que participan en la apoptosis inducida por Gal-1 son CD45, CD43 y CD7 (Earl ef al., 2010). A su
vez, se sabe que la Gal-1 es el principal receptor de la porcion de hidrato de carbono expuesta del
gangliosido GM1 en la superficie de células de neuroblastoma humano (Andre et al., 2004) y que
actlia como regulador del crecimiento negativo de dichas células (Kopitz et al., 2001).

Es importante destacar que la avidez de la union de la Gal-1 dimérica mejora cuando sus
ligandos ramificados estan unidos a la superficie como en las membranas celulares o en la MEC
(Leppanen et al., 2005).

Se sabe que Gal-1 media la agregacion homotipica de las células cancerigenas a través de
interacciones multivalentes con glicoconjugados de la superficie celular en una variedad de tipos de

células (Astorgues-Xerri et al., 2014). Por otro lado, se ha demostrado que la Gal-1 induce la
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agregacion homotipica en células de melanoma humano (A375). Se observo que la Gal-1 se unia
bivalentemente a la glicoproteina de superficie celular 90K/Mac-2BP en la superficie adyacente,
promoviendo la agregacion celular. La Mucina 1 es otro posible receptor de la Gal-1 a la superficie
celular. Es una gran proteina transmembrana que esta sobreexpresada y aberrantemente glicosilada con
el antigeno de Thomsen-Friedenreich (TF) (Gal 1-3GalNAc disacarido) en muchas células cancerosas
(Jeschke et al., 2009).

Se conoce que la Gal-1 se une al antigeno TF, conjugéndolo con una poliacrilamida (TF-PAA),
que se fija a la Gal-1 para ser monitoreado mediante agregacion celular utilizando una linea célular de
carcinoma coridénico (BeWo), que expresa Mucina 1. A su vez, la adhesion expone moléculas que
interactiian con moléculas de adhesion en células vecinas para agregar celulas. Tanto Gal-1 como Gal-3
se unen al antigeno TF a través de la Mucina 1, por lo que es probable que la Gal-1 multivalente medie
la agregacion celular mediante la union reticulada de las células adyacentes y la exposicion de
moléculas de adhesion a través del agrupamiento de la Mucina 1. Por otro lado, mediante microscopia
confocal se ha observado la interaccion de la Gal-1 con el antigeno TF en células de cancer de mama
MDA-MB-435, demostrando la acumulacion de Gal-1 en la interface entre las células cancerosas.
Dicha agregacion fue inhibida por el péptido P-30, inhibidor especifico del antigeno TF, indicando que
la Gal-1 se unia al TF mediando la agregacion homotipica. También se sabe que la union multivalente
del antigeno TF por galectinas agrupa a la Mucina 1 en la superficie celular, lo que facilita la
agregacion celular mediante la exposicion de varias moléculas de adhesion. Por lo tanto, estos trabajos

indican que las interacciones multivalentes de la Gal-1 con glicoconjugados de la superficie celular

(por ejemplo, Mucina 1) mediarian la agregacion a través de la reticulacion celular (Fig. 1.4) (Cousin

& Cloninger, 2016).
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Figural.4. Gal-1 media la agregacion homotipica de células cancerigenas a través de interacciones con glicoproteinas
de la superficie celular. Tomado de Cousin & Cloninger, 2016.

La inhibicion de la agregacion de células cancerigenas in vitro fue demostrada usando
dendrimeros unidos a lactosa. La Gal-1 interacciona con los glicodendrimeros, los que desestabilizan
los procesos descriptos en la Fig. 1.4. Los glicodendrimeros nuclean la formacion de agregados Gal-
1/glicodendrimeros que no tienen efectividad en la formacion de los enrejados de células cancerigenas.
Los estudios de fluorescencia indican que la uniéon multivalente de la Gal-1 reorganizada por la Mucina
en la superficie celular es disrrumpida por la presencia de glicodendrimeros. Estos estudios sostienen la
hipotesis de que la Gal-1 interaccionaria multivalentemente para agregar las células cancerigenas. A su
vez, los mecanismos proadhesivos se producen por la Gal-1, que mediaria los entrecruzamientos de las
proteinas de la MEC y los glicoconjugados de la superficie celular. Estos estudios sugieren que una de
las actividades de la Gal-1 es modular la adhesion de células sanguineas durante la metastasis. Se sabe
que la Gal-1 inhibe las interacciones célula-MEC por competitividad de unién a glicoproteinas de la
matriz o de glicoconjugados de la superficie celular, produciendo una regulacion negativa de la
adhesion de las células a la MEC (Fig. 1.5.b) (Cousin & Cloninger, 2016).

Por otro lado, se observd que la Gal-1 exogena inhibia tanto la adhesion como la migracion,
sobre las placas revestidas por laminina. Similares propiedades anti-adhesivas fueron observadas con
otros tipos de células en presencia de Gal-1 exdgena. Estos estudios sugirieron otra funcioén para la Gal-
1, la modulacion del desprendimiento de células tumorales, permitiendo de esta manera que las células
tumorales viajen a un sitio secundario. Por lo tanto, se demuestra que la Gal-1 se une a las
glicoproteinas arbitrarias de la MEC participando tanto en la adhesion como en el desprendimiento de
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las cé€lulas cancerosas. En consecuencia, los posibles factores que explican la actividad bifasica podrian
ser: (1) expresion de ligandos de glicoconjugado dependientes del tipo de células para Gal-1, (ii)
expresion de receptores dependientes del tipo de célula para proteinas MEC que influyen en la unién a
Gal-1, (ii1) coexpresion de galectinas multiples que exhiben propiedades antagonistas y (iv) cambios en
los niveles de expresion y/o oligomerizacion de Gal-1 (Elola et al., 2007).

Se muestra esquematicamente en la Fig.1.5 como los cambios en la valencia efectiva de Gal-1

podrian afectar significativamente la adhesion a la MEC (Cousin & Cloninger, 2016).

Pro-adhesion mechanism Anti-adhesion mechanism

Glycoprotein

Galectin-1

Collagen

Galectin-1

Laminin Laminin
Y T T W W W T T, Ty AUALALAUAUAURUALAUALAUS
Extracellular Matrix Extracellular Matrix
(a) (b)

Figura 1.5. Arbitraje bifasico de las interacciones célula-matriz extracelular (MEC) por Gal-1. (a) Gal-1 media la
reticulacion de los glicoconjugados de la superficie celular y de las glicoproteinas ECM promoviendo la adhesion; y (b) la
unién competitiva a las glicoproteinas ECM por Gal-1 inhibe la adhesion y promueve diseminacion de las células
tumorales. Tomado de Cousin & Cloninger, 2016.

Por otra parte, en células endoteliales de cordon umbilical humano Gal-1 interactia con
neuropilina-1 (NRP1), con la molécula de adhesion celular de melanoma (MCAM o MUC 18 o
CD146) y con el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular tipo 2 (VEGFR2), modulando la

migracion celular, la apoptosis y la angiogénesis (Croci ef al., 2014a).

1.1.2.2. Interaccion proteina-proteina

La Gal-1 intracelular actia como una proteina soporte para las vias de sefalizacion intracelular

de forma carbohidrato independiente. En relacion con la biologia de las células cancerosas, la Gal-1
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intracelular participa en las interacciones proteina-proteina con H-Ras, protocadherina-24, y Geminina-
4 de manera carbohidrato independiente (Astorgues-Xerri et al., 2014).

Por otro lado, se sabe que las proteinas no estdn estructuralmente relacionadas y no parecen
compartir dominios o motivos. A su vez, la Gal-1 est4 involucrada en procesos fundamentales como el
procesamiento del ARNm. Existen varias evidencias que indican que la Gal-1 y la Gal-3 son dos de las
muchas proteinas implicadas en el empalme nuclear de pre-mRNA. Dichas revelaciones se llevaron a
cabo estudiando la formacion del producto en un gel desnaturalizante o sobre geles no
desnaturalizantes o nativos, revelando los intermediarios que participarian del montaje del spliceosoma
(Patterson et al., 2015).

También se sabe que el receptor de células Pre-B (Pre-BCR) es un ligando de Gal-1 secretado
por las células estromales de MO, que interacciona con Gal-1 de manera independiente del CDR. El
Pre-BCR posee una cadena liviana A (SLC) y una porcion variable (VpreB) para ser funcional. La Gal-
1 se une a la superficie de las células estromales a través de receptores glicosilados. La union de la
porcion SLC de la célula Pre-B a la superficie de la célula estromal es intermediada por la presencia de
Gal-1 asociada a la membrana de la célula estromal y de la célula Pre-B. Es decir que la Gal-1
secretada por células estromales es capturada por Pre-BCR, por contra receptores cis en la célula B y
contrariamente por receptores trans sobre las células estromales. Por lo tanto, la Gal-1 actia
organizando tridimensionalmente ciertos receptores glicidicos de células estromales y del Pre-BCR

(Gauthier et al., 2002) (Fig. 1.6).
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Figura 1.6. Modelo para visualizar la organizacion molecular de la sinapsis de células estromales y de los pre-B (A)
Construccion sobre la superficie 3D de Gal-1 y distribucion en la superficie celular de pre-BCR y la formacion de sinapsis
de células estromales. Las superficies se han reconstruido a partir de los datos experimentales presentados en la Fig. 3D.
Esta representacion muestra que los pre-BCR estdn incluidos en la zona de relocalizacion de Gal-1. (B) La Gal-1 es
secretada por las células del estroma y capturada por pre-BCR, asi como también por los cis y trans contra-receptores. El
modelo propone que la Gal-1 organizaria una celosia en 3D que agruparia y uniria los contra-receptores con los pre-BCRs.
Los resultados de la formacion de sinapsis de células estromales pre-B favorecerian la relocalizacion y la iniciacion de la
sefializacion del pre-BCR. Tomado de Gauthier et al., 2002.

La geminina-4 se encuentra en el citoplasma y en el nticleo de las células como un miembro del
complejo proteico neuromotor (SMN) y como particulas miRNP, microribonucleoproteinas (RNP) y
microARN (MiARN). Se cree que el SMN nuclear esta involucrado en los procesos de splicing de pre-
ARN. Se sabe que la Gal-1 nuclear interacciona con la Geminina-4 de manera independiente del CDR
y coinmunoprecipita con el complejo SMN nuclear, por lo tanto, esto explicaria su participacion en la
via de splicing (Patterson et al., 2015).

Por otro lado, se sabe que la Gal-1 interacciona de manera lactosa-independiente con trifosfato-
guanosina H-Ras (H-Ras-GTP) a través de farnesilcisteina carboximetiléster, reforzando asi su
asociacion a la membrana. Se ha sugerido un mecanismo para los nanoclustering H-Ras que involucra a
la Gal-1 con una doble funcién, como una proteina crucial en el pasaje del complejo y por otro lado
como una proteina acompafante o chaperona que contribuiria al trafico de H-Ras facilitando su retorno
al complejo de Golgi en su forma depalmitoilada para ser palmitoilada nuevamente. Por lo tanto, la
union de Gal-1 a Ras es una de las mas interesantes y potencialmente importantes funciones de Gal-1.

(Belanis et al., 2008) (Fig. 1.7)
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Figura 1.7. Gal-1 en la segregacion lateral H-Ras GTP-
dependiente, sobre la base de modelos de H-Ras
descriptos por Gorfe A.A. et al. (2007), en una bicapa
lipidica (Gorfe et al., 2007). Belanis et al. propusieron que
el H-Ras (representado como cuadrados) en la membrana
plasmatica existia en dos estados conformacionales que se
caracterizan por diferentes modos de interaccion con la
membrana. El H-Ras que carga al GDP, preferentemente
asume un estado conformacional que es caracterizado por
extensas cadenas de acilo, profundamente arraigadas
(modelo 1). Esta conformacion puede ser estabilizada por la
interaccion con el colesterol, conduce a la formacion de
nanoclusters de colesterol dependiente de H-Ras-GDP. El
H-Ras que carga el GTP adopta preferentemente un estado
conformacional (modelo 2) con una membrana interfacial
proteica de area mas grande y cadenas acilo mas flexibles.
En esta conformacion del grupo farnesil esta también menos
profundamente inserto en la bicapa. El factor de activacion
de crecimiento, H-Ras.GTP asume preferentemente esta
conformacion permitiendo la interaccion del grupo farnesilo
con el bolsillo prenil vinculante con Gal-1 (Gal-1 es
representado como un circulo). Después de la interaccion
del grupo farnesilo con el bolsillo de union de prenil de Gal-
1, el grupo de palmitato en C184 es el componente primario
de regulacion de la segregacion lateral de H-Ras en
dominios de colesterol-independiente. La interaccion con
Gal-1 estabiliza la conformacion H-Ras.GTP permitiendo a
los complejos de H-Ras.GTP-Gal-1 actuar como un edificio
de bloques para los nanocluster H-Ras.GTP, que seria la
plataforma de sefializacion para la accion de los efectores.
Luego la depalmitolacion de H-Ras, Gal-1, mediante el
blindaje del grupo farnesil hidr6fobo, actuaria como una
chaperona para promover la libre difusion de H-Ras de la
membrana plasmatica a través del citosol al complejo de
Golgi. Tomado de Belanis ez al., 2008.

Por otro lado, se sabe que la proteina oncogénica H-Ras contribuye en varios aspectos al

fenotipo tumoral incluyendo la regulacion del crecimiento celular, apoptosis, adhesion, migracion y

metastasis. Las dos vias principales corriente abajo de H-Ras son las vias de sefializacion de PI3K y

RAF-1/MAPK/ERK. La proteina H-Ras asociada a la membrana plasmadtica recluta a la Gal-1 desde el

citosol a la membrana y la Gal-1 diverge la sefial hacia RAF-1 a expensas de PI3K. La sobreexpresion

de Gal-1 favorece la asociacion de H-Ras-GTP a la membrana celular, donde funciona como una

plataforma para la sefializacion a través de RAF-1, desencadenando la activacién sostenida de

MAPK/ERK. De esta manera, a través de su interaccion con H-Ras, Gal-1 contribuye a la

transformacion maligna. La metéstasis tumoral incluye una serie de eventos como adhesion celular,

invasion, angiogénesis y evasion de la respuesta inmune. Teniendo en cuenta que el efector y Gal-1
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podrian formar complejos previamente en el citoplasma a concentraciones altas, la Gal-1 puede
dimerizarse y unirse directamente al dominio de uniéon Raf (RBD) de efectores, tales como Raf de
union Ras. De esta manera, la Gal- 1 dimérica podria estabilizar los efectores Raf, que a su vez actlian
como el andamiaje real del nanocluster H-Ras. Los dimeros apilados de H-Ras + efector (Raf) + Gal-1
(caja de la derecha) serian el crecimiento de la nucleacion del nanocluster H-Ras, un proceso que

puede ser desarrollado en la membrana (Blazevits et al., 2016) (Fig. 1.8).

Figura 1.8. Comparaciéon del modelo actual y del
7 o0 nuevo modelo propuesto por BlaZevit§ O. ef al., para
i el mecanismo de accion de Gal-1 como un soporte-
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L + & ' » R ) nanocluster. (A) Modelo actual. La interaccién directa

3 de H-ras activo y la Gal-1 estabilizada en el nanocluster.
La activacion de H-ras (representado como oévalo

amarillo) supuestamente hace que la cadenaC-terminal

Gk farnesil de H-ras esté mas accesible para el bolsillo de
union de prenil de Gal-1 (representado como un
hexadgono azul). Este paso mecanicista no ha sido
descrito para otras chaperonas acompafiantes similares,
como GDIs o PDES. El estado desactivacion
independiente de la disociacion de la membrana es la
base para la formacion de estos complejos por tales
chaperonas en el citoplasma (Silvius et al., 2006; Rocks

e iy ol ——
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j \
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e (Rammmm il et al., 2006). (B) En el nuevo modelo, los efectores Raf
. " “ ( 11 (representado en forma de rectangulos de color violeta)
/' vy son reclutados para activar H-ras en nanoacumulaciones
s L4 P de la membrana plasmatica. Tomado de BlaZevits et al.,
¥ mul ] 2016.
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Recientemente Posada et al. (2017) descubrieron una nueva retroalimentacion especifica de H-

Ras, que conduce a una activacion involuntaria inducida por rapalogs (droga sintética analoga a la
rapamicina) de tumorigenicidad en células transformadas por Ras. Se encontr6 que rapalogs
especificamente aumentaba la agrupacion (nanoclustering) de H-Ras oncogénico en la membrana
plasmatica. Esto producia un aumento en la sefializaciéon de H-Ras, promoviendo el crecimiento del
tumor de novo. Estos resultados han revelado la importancia de Gal-1 en la regulacion de la formacion
de los nanocluster, siendo responsable del aumento inducido por rapamicina en la produccion y
sefalizacion de H-Ras. De esta manera se dilucidan evidencias de que Gal-1 promueve caracteristicas
de troncalidad (stemness) en células tumorigénicas. Por lo tanto, se podria bloquear la induccion de la

troncalidad en las células transformadas con H-Ras por inhibidores especificos de Gal-1, que anularian
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su efecto sobre los nanocluster de H-Ras. En un nivel mas general, estos hallazgos podrian agregar una
importante explicacion mecanicista a los efectos fisioldgicos pleiotropicos que se observan con los

rapalogos.

1.1.3. Funciones bioldgicas de las galectinas

Inicialmente se pensdé que las galectinas s6lo se unian a glicanos enddgenos (propios) y
mediaban los procesos de desarrollo incluyendo la diferenciacion celular y la organizacion tisular, pero
posteriormente se ampliaron sus funciones, demostrandose que interviene en la regulacion de la
homeostasis inmune. Se sabe que la union de las galectinas a los glicolipidos de la superficie celular
que contienen [ galactosidos y glicoproteinas puede conducir a la formacion de redes que agrupan a
estos ligandos en microdominios raft (balsa) de lipidos que se requieren para la transmision optima de
sefales relevantes para la funcion celular (Vasta, 2009) (Fig. 1.9).

El ensamblado de las galectinas mediado por rafts de lipidos que modulan el recambio de
receptores endociticos sefializan vias de transduccién que conducen a la activacion de células T,
secrecion de citocinas, apoptosis, maduracion de células B, activacion, tolerancia, activacion de
neutréfilos que conduce a la fagocitosis, estallido oxidativo, liberacion de proteasas y citocinas. Por lo
tanto, 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 (Dam et al., 2008).
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Figura. 1.9. Funciones biologicas de las galectinas. Tomado de Vasta, 2009.

Por otro lado, los complejos lectina-glicano se encargarian también de regular los receptores de
la superficie celular y la capacidad de respuesta del receptor a los agonistas, asi como también el
control de la rotacion de receptores (Elola ef al, 2015). Ademas, se han demostrado funciones
esenciales para las interacciones Gal-1-glicano en el control inmunolégico y vascular (Toscano et al.
2007).

Se sabe que la Gal-1 contribuye a la adhesion heterotipica de las células tumorales y de las
células endoteliales a la matriz extracelular, etapas criticas durante las primeras fases de la invasion
tumoral y metastasis (Astorgues-Xerri et al., 2014).

A su vez, como se menciond previamente, dentro del compartimento intracelular la Gal-1
interactiia con el trifosfato de guanosina oncogénico H-Ras- (H-Ras-GTP) a través de su grupo
farnesilo, mejorando la transformacion mediada por H-Ras mediante la sefalizacion de ERK1/2

(Belanis et al., 2008).

1.1.3.1. Las galectinas en el sistema inmunologico
Los papeles propuestos para las galectinas, tanto de vertebrados como de invertebrados, en las
funciones inmunes se han desarrrollado ampliamente por su habilidad en reconocer directamente a los

patogenos microbianos, virales, bacterianos y parasitos protozoarios (Dias-Baruffi et al., 2010).
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Por otro lado, estudios in vitro e in vivo han dilucidado las funciones de las galectinas
expresadas por las células del sistema inmune y por las células del estroma circundante en el desarrollo
y regulacién de la homeostasis inmune innata, asi como también en las respuestas a los retos
infecciosos, alérgicos y cancer. Las galectinas estdn localizadas y distribuidas de forma precisa en los
tejidos de mamiferos, incluyendo la mayoria de las células del sistema inmune innato (células
dendriticas, macréfagos, células mastociticas, células NK, células T y/d y células B-1) y adaptativa
(células B y T activadas), entre otras (Stowel ef al., 2008).

A su vez, se sabe que la Gal-1 se expresa en el timo, en los ndédulos linfaticos, en el bazo, en la
MO vy en los sitios inmunoprivilegiados, siendo capaz de modular la respuesta inmune innata y
adaptativa. Por ende, las galectinas liberadas por las células del estroma en compartimentos centrales
contribuyen a la diferenciacion de los precursores de las células inmunes. Por lo tanto, la respuesta
inmune y las diferentes condiciones patoldgicas pueden conducir a una posterior activacion y
diferenciacion de las células inmunes, modulando la expresion y liberacion de las galectinas al espacio
extracelular donde pueden tener efectos autdcrinos 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 sefalizacién 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 et al., 2007a).

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 Gal-1 puede regular la proliferacion de
las células T y la apoptosis a través de la union y agrupamiento de los glicoconjugados de la superficie
celular ricos en lactosamina hacia los microdominios de membrana segregados (Rabinovich et al.,
2007b).

Se sabe que las galectinas liberadas en el ambiente extracelular bajo condiciones anormales
pueden constituir seriales de peligro o ejercer su actividad sobre otras células, mediante los mastocitos,
inducir desgranulacion y liberacion de factores (histamina, por ejemplo) que conducen a la activacion
de los mecanismos inmunes en la ausencia del antigeno. Respecto a las respuestas inmunes de

adaptacion, se ha propuesto que las galectinas son reguladores de la homeostasis de las células
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inmunes. Las interacciones entre las células del estroma de la MO, 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
et al.,2006).

Las galectinas también ejercen funciones reguladoras en la homeostasis de las células T y en las
cascadas de sefiales provocadas por su union, mientras que la formacion de redes en la superficie de las
células T tiene implicancias en varios eventos que modulan su diferenciacion, activacion funcional y
produccion de 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 produccion aumentada de IL-5, IL-10 y
TGF-B, la Gal-1 desvia el equilibrio de una respuesta TH1 polarizada hacia una respuesta TH2,
mientras que al reducir los niveles de IL-5, la Gal-3 tiene el efecto opuesto (Yakushina et al., 2014).

Se ha demostrado que los linfocitos Treg humanos sobreexpresan la Gal-1 y dicha expresion se
incrementa en linfocitos Treg activados con anticuerpos anti-TCR. El bloqueo de la Gal-1 con
anticuerpos monoclonales inhibe la actividad supresora de dichos linfocitos Treg, sugiriendo que Gal-1
es un regulador de la funcion de linfocitos Treg. Se sabe que 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 inmunologica. Por lo tanto, la carencia de la actividad de linfocitos
Treg conduce a condiciones patoldgicas caracterizadas por una exacerbada respuesta inmunologica.
(Biichel et al., 2016).

Por otro lado, pacientes con enfermedad de Chagas aguda y cronica infectados por el
Trypanosoma cruzi humano desarrollan anticuerpos anti-Gal-1 y la inmunorreactividad se correlaciona
con la gravedad del dafio cardiaco (Benatar et al., 2015). Se ha dilucidado actualmente que la infeccion
por T. cruzi genera un programa regulatorio en células dendriticas y células T mediante mecanismos
dependientes de la Gal-1 (Poncini et al., 2015).

Se sabe que la enfermedad cronica aumenta la expresion de la Gal-1, por lo tanto, la
sobreexpresion Gal-1 en el corazoén, como parte de la respuesta inflamatoria a las enfermedades y

lesiones de dicho 6rgano, pueden causar la emision de Gal-1 y la induccidon de autoanticuerpos. En el
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trabajo de Benatar et al. (2015) se demuestra que: a) Gal-1 inhibe la infeccion por 7. cruzi de células
cardiacas y b) la infeccion del parasito altera el glicofenotipo de la superficie de las células cardiacas,
produciendo la restriccion de Gal-1 y, posiblemente, limitando su actividad inhibidora. Es importante
mencionar que estos efectos eran dependientes de varios parametros entre los cuales podemos destacar:
el inéculo, la via de entrada del parasito y el sexo del huésped. Por lo tanto, se puede concluir que la
modulacién de las interacciones Gal-1-glicano en las células cardiacas puede influenciar la lesion
cardiaca inducida por el parasito, conclusion coincidente con los trabajos previos.

La amplia expresion y localizacion citosdlica de Gal-1 parece ser uno de los factores que
regulan el volumen de turnover de leucocitos y puede reflejar un mecanismo por el cual los leucocitos
estan involucrados en la inmunidad innata, tales como neutréfilos. Consistente con esto, Gal-1 inhibe la
quimiotaxis e induce el turnover de los neutrofilos. Los neutrdfilos a menudo dafian el tejido viable
durante los episodios de inflamacion aguda, resultando en la pérdida de contenido intracelular. Pero a
pesar de esto, los neutrofilos han despertado el interés de los inmunologos, debido a que son verdaderos
tomadores de decisiones que salvan vidas, entrenando a las DC, a los monocitos y a los linfocitos, a su
vez, que ayudan al organismo a decidir cuando iniciar o mantener una respuesta inmune. Por lo tanto,
son Unicos en su capacidad para destruir y ayudar a curar cualquier tejido del cuerpo, por lo que lograr
comprender los circuitos que confieren y controlan tal comportamiento es un desafio interesante. Se ha
corroborado que la liberacion de Gal-1 durante la lesion mediada por leucocitos puede activarlos y por
lo tanto inhibir su quimiotaxis e inducir su turnover (Dias-Baruffi ef al. 2010).

Se piensa entonces que debe existir un equilibrio entre la inflamacién y la antiinflamacion. En
casi todos los casos, la causa fundamental del dafio tisular se debe a la acumulacion de leucocitos. Se
han realizado diferentes tipos de estudios para dilucidar este aspecto, que incluyen inhibicion de
anticuerpos, ensayos de adhesion, modelos de camara de flujo de placas paralelas y microscopia
intravital en animales pequefios para visualizar in vivo interacciones de leucocitos con la pared del
vaso. Dichos estudios han ayudado a establecer que i) las interacciones iniciales entre leucocito-
endotelio (captura y rodadura) son impulsadas principalmente por la familia de moléculas llamadas
selectinas junto con sus ligandos oligosacaridos y ii) la adherencia firme y transmigracién son
mediadas por integrinas de leucocitos que interactian con la superfamilia de moléculas de

inmunoglobulinas de adhesién endotelial. Por lo tanto, la fase reparadora y de resolucion de la
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inflamacion no es simplemente un proceso pasivo como se creyd en un principio, sino activo. Si bien
existe una serie de mediadores proinflamatorios que iniciarian la inflamacidn, se encuentra también un
repertorio de mediadores antiinflamatorios y mecanismos que operan en el huésped para promover y
controlar la fase de resolucion. Dicho mecanismo mediante la inhibicion de la migracioén de leucocitos
promueve el aclaramiento de las células inflamatorias acumuladas. Estos resultados indicarian que las
galectinas entrarian en la categoria de mediadores inmunoregulatorios, por lo que serian un posible
blanco para nuevos agentes anti-inflamatorios. Sus acciones sobre células de la pared vascular se
indican en la Fig. 1.10 (Norling ef al., 2009).

Se sabe que las acciones pro-inflamatorias de Gal-3 se fundamentan en su capacidad para
inducir la producciéon de IL-1 por monocitos, desgranulacion de los mastocitos y generacion de ROS
(especies reactivas del oxigeno) y la IL-8 por polimorfonucleares (PMN). Sin embargo, la Gal-9 induce
la generacion de ROS por los eosinéfilos. Con respecto a la Gal-1, parece tener efectos dependientes de
la concentracidn; se ha demostrado que, a altas concentraciones, la Gal-1 induce la generacion de ROS
por el exudado de PMN. Por otro lado, la Gal-3 también puede desempefiar un papel en la resolucion
de la inflamacion mediante el aumento de la fagocitosis por los macrofagos, PMN apoptoticos y

fagocitosis de PMN con bacterias (Norling et al., 2009) (Fig. 1.10).

T=cell apoptosis

o Mastcell Figura 1.10. Eventos controlados por
o * degranulation - Gal-1, Gal-3 y Gal-9 en células
sanguineas y vasculares durante la
inflamacion.

Se ha encontrado que Gal-1, Gal-3 y
Gal-9 tienen numerosos efectos sobre
las células del sistema vascular. Se sabe
que Gal-1 inhibe la adhesiéon de los
PMN, asi como también la adhesion y
migracion de células T, mientras que
Gal-3 promueve la adhesion de los
PMN tanto a las células endoteliales
como a los componentes de la matriz
extracelular. También se ha hallado que
Gal-9 promueve el reclutamiento de los
eosinofilos. Las tres galectinas inducen
la apoptosis de las células T, mientras

=i, & que Gal-1 y Gal-3 también inducen la

Enhanced neutrophil *ROS  prpanced phagocytosis eXpOSiCién de fosfatidilserina en PMN

phagocytosis by macraphages by neutrophils en ausencia de apoptosis. Tomado de
Norling et al., 2009.
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1.1.3.2. Gal-1y el desarrollo celular

La Gal-1 estd involucrada en numerosos procesos fisioldgicos, incluyendo el crecimiento de
células madre neurales, la diferenciacion de células del linaje hematopoyético y del musculo
esquelético (Camby et al., 2006; Yang et al., 2008) y en la regeneracion axonal (Quinta ef al., 2014).

Se sabe que la Gal-1 se expresa durante el ciclo menstrual femenino. Los cambios ciclicos en
la preparacion del endometrio para la implantacion son regulados por las hormonas esteroideas
estrogeno y progesterona, que median su funcion a través de sus receptores nucleares. El aumento de
los niveles de estrogeno durante la primera mitad del ciclo dirige la proliferacion de células
endometriales epiteliales y estromales, mientras que la progesterona promueve la diferenciacion del
estroma, desempefiando un papel clave en la definicion de la ventana de la receptividad uterina durante
la fase secretora (Fig. 1.11) (Barrientos ef al., 2014).

La expresion de Gal-1 endometrial fluctia durante el ciclo femenino y gestacion concomitante
regulada por hormonas esteroides. Se ha descubierto que el promotor LGALSI es sensible a la mitad
de los estrogenos, junto a otros elementos que son inducidos por estrogeno, por ejemplo, el factor de
transcripcion nuclear (NF) y el activador de la proteina 2. Se sabe que el gen LGALSI ha evolucionado
en los mamiferos placentarios, indicando que estos cambios funcionales pueden haber sido importantes
en la emergente tolerancia inmune materno-fetal. Coincidentemente con esto, la progesterona y el
estrogeno demostraron aumentar los niveles de Gal-1, mientras que el bloqueo de sus receptores
nucleares con inhibidores especificos anuld este efecto. Adicionalmente, se encontré una relacion
funcional importante entre la Gal-1 y la progesterona para el establecimiento y mantenimiento de la
tolerancia inmune durante el embarazo. Experimentos in vivo demostraron que Gal-1 aumenta los
niveles circulantes de progesterona y el factor de bloqueo inducido por progesterona (PIBF) vy,
reciprocamente, la expresion de Gal-1 en las células deciduales y estromales esta up-regulado después
de administrar suplementos de dihidroprogesterona, un derivado de progesterona, en un modelo de
ratones que producian abortos espontaneos. A su vez, sorprendentemente, en estudios in vitro se
demostré un efecto inhibitorio de Gal-1 sobre la secrecion de progesterona por las células granulosas
ovaricas como resultado de la interferencia con la interaccion del receptor de FSH. Por otro lado, se
detect6 un fuerte aumento en la expresion de Gal-1 en los cuerpos luteos regresivos de ratones, seguido

por los niveles up-regulados de la progesterona degradada por la enzima 20a-hidroxiesteroide
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deshidrogenasa (20a-HSD). Estos hallazgos, junto con la ausencia de la expresion de Gal-1 en los
cuerpos luteos de embarazadas sugieren que esta lectina es un modulador negativo de la produccion de
progesterona y una sefial de la luteolisis funcional (Barrientos ef al., 2014).

Se ha demostrado que la estimulacion con Gal-1 recombinante (rGal-1) inhibe la secrecion de
progesterona por células BeWo, una linea celular de coriocarcinoma ampliamente utilizada como un
modelo in vitro, imitando la transformacion de citotrofoblastos vellosos (CTB) en sincitio. La
reduccion de la progesterona por Gal-1 fue dependiente de la dosis y parecia requerir la union funcional
al antigeno de Thomsen-Friedenreich (TF, Galbetal-4GIcNAc y Galbetal-3GalNAc). Estos resultados
serian consistentes con la expresion diferencial de Gal-1 en las lineas CTB y EVT y argumentan un
papel de esta lectina como un sefializador paracrino que modula la funcion placentaria. Sin embargo,
no se ha determinado todavia de qué forma la progesterona influye en la regulacion placentaria por
secrecion/expresion de la Gal-1 en los diferentes subconjuntos de trofoblasto en la placenta de raton y
humana. Seria interesante comprender, en un futuro, la manera en que la principal hormona del
embarazo dirige la diferenciacion placentaria mediante la regulacion de la Gal-1 localmente (Barrientos

etal.,2014).
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Figura 1.11. Los cambios dindmicos en la expresiéon de Gal-1 endometrial caracterizan el ciclo menstrual y el
embarazo. En los seres humanos, la expresion de Gal-1 esta up-regulada durante la fase secretora del ciclo menstrual,
concomitante con la regulacion por el aumento de los niveles de progesterona (A). La expresion de Gal-1 en este periodo
parece ser importante para la transformacion de células endometriales estromales (decidualizacion) y el establecimiento de
la ventana de la receptividad uterina. Si la implantacion se produce (B), los niveles de Gal-1 deciduales siguen siendo altos
y seran importantes en la mediacion de las adaptaciones maternas al embarazo como inmunomodulaciéon y remodelacion
vascular. Tomado de Barrientos et al., 2014.

La expresion de Gal-1 se ha detectado en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario.
Se sabe que los embriones humanos de 3 y 5 dias expresan Gal-1 en el trofectodermo que
posteriormente dard lugar a los trofoblastos diferenciados de la placenta y a la masa celular interna
(MCI) que eventualmente forma las estructuras definitivas del feto. Ademas, se ha demostrado que los
embriones humanos secretan Gal-1 en el medio en el que se cultivan, lo que sugiere que las funciones
extracelulares de esta lectina podrian ser importantes para el blastocisto durante la ventana de
implantacion uterina. Apoyando esta teoria, Jeschke et al. (2009) demostraron que Gal-1 se une a
mucina-1 (MUCI1) a través del epitope TF sobre células epiteliales glandulares y tejido superficial
apical epitelial endometrial. Curiosamente, la expresion de MUCI1 y TF son regulados positivamente
desde la fase proliferativa hasta la fase de secrecion tardia del ciclo menstrual, lo que sugiere que la
Gal-1 derivada de embriones puede unirse a MUC1 endometrial a través del epitope TF durante la
implantacion. Es importante destacar que los seres humanos parecen ser una excepcion en términos de

la expresion de MUCI durante la ventana de la receptividad uterina, con respecto a la mayoria de las
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especies (incluyendo ratones), debido a que en ellas este proteoglicano es antiadhesivo y es por lo tanto
down-regulado en el epitelio luminal uterino concomitante con la implantacion (Jeschke et al., 2009).

La fusion sincitial es un proceso esencial para el mantenimiento del sincitio trofoblasto
(CTB), una capa de trofoblasto terminalmente diferenciada, responsable para la mayoria de las
funciones bioldgicas asignadas a la placenta. Este proceso celular depende de una serie precisa de
eventos mediados por la membrana y estd regulado por multiples factores, incluyendo citoquinas,
proteinas de fusion, proteasas y proteinas citoesqueléticas. La capacidad de las cadherinas para mediar
las interacciones célula-célula son dependientes de las interacciones de al menos tres proteinas
asociadas al citoesqueleto conocidas como cadherinas a, b y g. Durante la agregacion, diferenciacion y
fusion de células CTB humanas, existe una importante down-regulacion de la expresion de E-cadherina
y de b-catenina. Se sabe que la Gal-1 es capaz de mejorar la fusion de BeWo, células usadas para imitar
la formacion del sincicio in vitro mediante la regulacion negativa de la expresion de la b-catenina y E-
cadherina (Fig. 1.12) (Barrientos et al., 2014).

Dicho hallazgo estaria de acuerdo con la funcion de Gal-1 en el inicio de la fusion de
mioblastos y la reduccion de la formacion de la miofibra observada en ratones Gal-1-null. El efecto
extracelular de Gal-1 sobre la formacion de sincitio en la linea celular BeWo esta acompafiada por la
inhibicién de la proliferacion evidenciada por la expresion disminuida de Ki67 (marcador de
proliferacion celular) y la incorporacion de BrdU. El efecto antiproliferativo de Gal-1 resulta de la
inhibicion de la via Ras-MEK-ERK (Fischer et al., 2005) y la diferenciacion de CTB en sincitio
trofoblasto se caracteriza por una reduccion de las actividades de ERK1/2 y p38 MAPK. Se ha
demostrado que la fosforilacion de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK)/ERK2 se reduce
con el tratamiento con Gal-1 en células BeWo. Ademas, las senales up-stream de ERK1/2 y p38
MAPK, tales como RE durante la transfeccion (RET) y Janus Kinase (JAK)2, fueron reguladas hacia
abajo por el tratamiento con Gal-1 (Fischer et al., 2009), lo que sugiere que esta lectina se une a RET a
través de proteinas de superficie celular unidas a glicosilfosfatidilinositol via el epitope de TF que
finalmente resulta en la inhibicion del crecimiento (Fig. 1.12) (Barrientos et al., 2014).

Sin embargo, los tratamientos con Gal-1 inducen la fosforilacion del receptor 3 del factor de
crecimiento endotelial (VEGFR3), que ha sido implicada en la superviviencia celular bajo condiciones

de stress. Por lo tanto, la Gal-1 extracelular puede influir en la supervivencia celular a través de la via
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VEGFR3 y regular el crecimiento celular a través de la via Ras-MEK-ERK (Fig.1.12), contribuyendo a
la formacién de sincitio anclado sobre las vellosidades. En contraste, la Gal-1 intracelular no parece
estar implicada en la regulacion del crecimiento celular, ya que hemos demostrado que la
administracion de un oligodesoxinucledtido contra Gal-1 no alterd el crecimiento de la linea celular
extravellosa invasiva proliferante CTB (HIPEC). Dicha evidencia ha permitido especular que tanto la
Gal-1 intracelular como la extracelular tienen actividades diferentes sobre las células trofoblasticas, no
implicando ambas la promocion del crecimiento celular. Por el contrario, esta lectina parece regular
altamente la transformacion celular y la diferenciacion durante el proceso de formacion de la placenta

(Barrientos ef al., 2014).
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Figura 1.12. Vias de seiializacién activadas por Gal-1 en el crecimiento de las células trofoblasticas y la formacion de
sincitios. Gal-1 se une al epitope TF en células vellosas CTB que conduce a una disminucion significativa de la expresion
de E-cadherina y b-catenina e induccion de caracteristicas al sincitio de fusion sincicial. Esto se acompafia de una
disminuciéon de la proliferaciéon debido a los efectos inhibitorios de la lectina en la via Ras-MEK-ERK y las sefales
corriente arriba emitidas por JAK2 y RET. Sin embargo, la regulacion del crecimiento es el resultado del balance entre estas
vias y mediados por la unién de Gal-1 al VEGFR3, que ha sido implicado en la promocion de la supervivencia celular bajo
condiciones de estrés. CTB, citotrofoblastos; STB, sincitiotrofoblasto; MA, arteriola materna; EV, vasos embrionarios;
RTK, receptor de la tirosina quinasa. Tomado de Barrientos et al., 2014.

Se sabe que el principal inhibidor de la regeneracion axonal es la semaforina 34 (Sema3A),
una proteina soluble miembro de la superfamilia de las semaforinas. Durante el desarrollo del sistema
nervioso, esta proteina direcciona el crecimiento axonal a través de su union al complejo receptor
neuronal: neuropilina-1 (NRP-1)/plexina A4 (PlexinA4), produciendo un efecto inhibitorio para el
crecimiento axonal al desencadenar sefiales que actuan directamente sobre la dinamica de los

microtubulos y microfilamentos del citoesqueleto. Una vez establecida la correcta formacion de los
29



Introduccion

circuitos axonales, la expresion de Sema3A disminuye hasta niveles indetectables en la médula espinal
adulta sana. Al producirse una lesion traumatica de la médula espinal (LTME), la concomitante ruptura
de las meninges permite la migracion de los fibroblastos meningeales, los cuales ademas de expresar y
secretar la Sema3A, ingresan al sitio de lesion conformando la cicatriz glial. Asimismo, tanto los
tractos axonales descendentes axotomizados como las neuronas en el sitio de lesion aumentan la
expresion del complejo receptor NRP-1/PlexinA4 aumentando la avidez por Sema3A y produciendo el
colapso del cono de crecimiento axonal. Por lo tanto, la interrupcion de la sefializacion mediada por
Sema3A constituye un potencial blanco terapéutico. Se sabe que la Gal-1 existe en un equilibrio
monomero-dimero dependiente de su concentracion (Rabinovich et al., 1012).

Se sabe que a nivel del sistema nervioso central (SNC), Gal-1 participa en la proliferacion de
progenitores neurales en el cerebro adulto, en la regulacion de la neurogénesis y en forma indirecta en
la regeneracion neuronal. Ademds, se demostré que la Gal-1 previene la neurodegeneracion por
inactivacion de la microglia tipo-1 (M1) en un modelo de neuroinflamacion autoinmune. Por otro lado,
en modelos no neuronales se observo que Gal-1 interacciona con NRP-1 modulando la migracion de
células endoteliales. Recientemente, el grupo de Quinta et al. (2014), trabajé con Gal-1 recombinante
administrada in situ al momento de una LTME en concentraciones que desplazaban el equilibro hacia
la forma dimérica, tratando de evitar la union de Sema3A al complejo receptor NRP-1/PlexinA4, por
union directa de dicho complejo a Gal-1 a través de una interaccion proteina-glicano, evitando asi la
inhibicion de la regeneracion axonal. Estos resultados fueron los primeros indicios que indicaron que
Gal-1 endogena estaria desplazada hacia la conformacion monomérica, ya que so6lo a altas
concentraciones de la proteina exdgena (equilibrio desplazado hacia la forma dimérica) se consiguid
una recuperacion motora coordinada. Pudieron concluir, entonces, que la adicién exdgena de D-Gal-1
produjo una disminucidn significativa en la respuesta inflamatoria y que ademds la Gal-1 endogena
tuvo una accion protectora.

En la Fig. 1.13 esté representado esquematicamente el modelo del mecanismo propuesto para la
regeneracion axonal por Gal-1. De este modo se demostro que Gal-1 en la forma monomérica podria
producir regeneracion axonal, pero no puede producir recuperacion de la actividad locomotora, debido
a que carece de la propiedad de unirse a los glicanos especificos del complejo receptor neuronal. Por lo

tanto, si bien esta forma de Gal-1 puede inactivar la microglia protegiendo a las neuronas corriente
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arriba y abajo del sitio de lesion, este efecto es insuficiente para recuperar las funciones motoras

(Quinta et al., 2014).

Figural.13. Representacion esquemitica del modelo
Meupepiiana mecanistico propuesto de regeneracion axonal por Gal-1.

La NRP-1 es una proteina que tiene un dominio N-terminal
extracelular de 835 aminoacidos, un dominio transmembrana de 23
aminoacidos y un dominio citoplasmatico de 44 aminoéacidos. La

region extracelular esta dividida en 3 dominios formados por al/a2,

g b1/b2 y C. La porcion citoplasmatica tiene un dominio PDZ el cual

lil corresponde a la region de NRP-1 que tiene la propiedad de

ﬁﬁw WWF interaccionar con proteinas citoplasmaticas. Por lo tanto, el

esquema muestra el bloqueo de la interaccion entre Sema3A y el

lﬂl ﬂl complejo receptor neuronal NRP-1 debido al tratamiento con D-
PDZ

Gal-1 desviada hacia la forma dimérica de la molécula, la cual a

través de su dominio de reconocimiento a carbohidratos se une a

Blogqueo de la inhibicion de |a regeneracion axonal NRP-1. Tomado de Quinta et al., 2014.

1.1.3.3. Interaccion de las galectinas con las plaquetas humanas
1.1.3.3.1. Interacciones galectina-plaqueta, potenciales reguladores de Ia

inflamacion, aterosclerosis y procesos metastasicos

Las plaquetas activadas expresan en la superficie celular P-selectina, la cual interacciona con el
ligando de la glicoproteina P-selectina (PSGL-1), su contra-receptor en los leucocitos, para formar
agregados de plaquetas-leucocitos. Por lo tanto, la activacion de plaquetas inducida por la Gal-1 en
presencia de leucocitos polimorfonucleares resulta en una formacidon significativa de agregados
celulares. A su vez, la interaccion de plaquetas con los leucocitos promueve la activacion de ambos
tipos de células, una condicion crucial para desencadenar la inflamacion, remodelacion vascular y
trombosis. Los agregados de plaquetas-leucocitos representan un vinculo establecido entre la
inflamacion y la trombosis en sindromes agudos incluyendo enfermedades coronarias y trastornos

relacionados (Totani & Evangelista, 2010).
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La expresion de P-selectina sobre la superficie de las plaquetas, la formacion de los agregados
plaqueta-leucocitarios y la activacion leucocitaria son relevantes eventos en la trombosis venosa
profunda (TVP). Dado que las galectinas promueven todas estas respuestas al vincularlas con las
plaquetas, podria representar un mecanismo involucrado en la TVP. Mientras la Gal-8 se ha
relacionado con procesos proinflamatorios, tanto las actividades proinflamatorias como las
antiinflamatorias han sido atribuido a la Gal-1. A pesar de que se sabe que los efectos antiinflamatorios
se producen a bajas concentraciones de Gal-1, mientras que los efectos proinflamatorios prevalecen en
altas concentraciones, esto aun queda por dilucidarse. Pero, el hecho de que Gal-1 promueva la
activacion plaquetaria apoya la idea de que, en determinadas circunstancias podria actuar como factor
proinflamatorio. A su vez, la interaccion de P-selectina con PSGL-1 induce la regulacién positiva del
factor tisular en la membrana leucocitaria y la produccion de microparticulas procoagulantes (MP)
(Yang et al., 2008).

La activacion de las plaquetas por Gal-1 induce ademas la expresion de fosfatidilserina en MPs,
proporcionando asi una superficie catalitica para varios complejos enzimaticos del sistema de
coagulacion. Estos datos indican que de manera directa o a través de la activacion de leucocitos, las
interacciones plaqueta-galectina pueden contribuir a activar la cascada de coagulacion contribuyendo a
un estado protrombdtico. Por otro lado, de forma similar a la P-selectina, el vWF se almacena en
granulos o plaquetarios y en cuerpos de de Weibel-Palade de células endoteliales, de los cuales se
libera durante las lesiones o inflamacion. El vWF es una glicoproteina multimérica de gran tamafio que
permite la interaccion entre el subendotelio y la plaqueta y, por tanto, es importante para la adhesion
plaquetaria y la formacion de trombos; el vVWF es un biomarcador para la disfuncion endotelial y el
riesgo cardiovascular y tanto en la inflamacién crénica como en la aguda se encuentran altos niveles de
vWF (Pacienza et al., 2008).

La liberacion de vVWF almacenado en granulos o ocurre después de la activacion de las
plaquetas por Gal-1 o -8. Por lo tanto, la expresion de la P-selectina y la liberacion del vWF mediada
por las galectinas podria desempefiar un papel importante en la patogénesis de la formacion de trombos
y la modulacion de las respuestas inflamatorias. La aterosclerosis es un trastorno inflamatorio y la
interaccion entre las células endoteliales activadas y las plaquetas tiene un papel importante en la

iniciacion y progresion de la placa de ateroma. Recientemente se ha observado que las plaquetas se
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adhieren a las células endoteliales tratadas con Gal-8, lo que sugiere que dicha lectina podria
desencadenar un estado de activacion en el endotelio en un contexto inflamatorio (Cattaneo et al.,
2014).

A su vez, se encontrd que Gal-8 induce una plétora de las moléculas proinflamatorias en el
endotelio que podria no sdlo desencadenar la adhesion / activacion plaquetaria local sino también
alimenta una anomalia patologica dada, tal como la aterosclerosis. Aunque la expresion de Gal-8 en
lesiones ateroscleroticas humanas todavia no ha sido explorada, varios grupos demostraron que las
galectinas, incluyendo Gal-1, participa en la iniciacion, progresion y rotura de la placa de ateroma. Las
Gal-1, -3 y -8 no so6lo se expresan por los diferentes componentes celulares de las lesiones de ateroma,
sino también promueven la proliferacion de células del musculo liso y de los macrofagos en células
espumosas a través de la absorcion de lipoproteinas o productos finales de glicacion avanzada (AGE)
(Papaspyridonos et al., 2006).

La expresion de galectinas en el interior de la placa de ateroma no solo puede representar
amplificadores fuertes de la activacion plaquetaria sino también pueden ser componentes clave del
nicleo trombogénico expuesto después de la rotura de la placa, desencadenante de la formacion de
trombos agudos y causal de la angina de pecho, el infarto de miocardio, el ataque isquémico transitorio
y el stroke. La evidencia de la funcion de las galectinas en la aterosclerosis también ha surgido de los
estudios de asociacion del genoma de pacientes con infarto de miocardio en poblaciones asiaticas,
aunque estos hallazgos no se han reproducido hasta la fecha en poblaciones con otras ascendencias
(Kimura et al., 2007).

Se sabe que el agotamiento o inactivacion funcional de las plaquetas a través de manipulaciones
genéticas y farmacoldgicas reduce la progresion tumoral y la metastasis. Las plaquetas pueden influir
en el potencial metastasico de las células tumorales por varios mecanismos: (I) a través de la liberacion
de una variedad de mediadores inflamatorios que pueden influir en el crecimiento tumoral y la
formacion de estroma; (II) mediante la expresion de P-selectina, las plaquetas pueden contribuir a la
adhesion estable al endotelio y/o transmigracion de células tumorales fuera de la vasculatura; (III) a
través de la formacion de agregados heterotipicos entre mucinas en el cancer circulante y la P-selectina
en plaquetas activadas que pueden proteger a las células del tumor contra el ataque inmune. La

formacion de agregados de células mixtas entre las células tumorales que expresan altos niveles de
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galectinas y las plaquetas, que también podrian representar un mecanismo molecular de interaccion
entre P-selectina y la mucina, contribuirian a la progresion tumoral y metéstasis. Curiosamente, y en
contraste con las interacciones mucina-P-selectina, la interaccion de las células tumorales con plaquetas

via galectinas no requeriria la presencia de plaquetas activadas (Etulain & Schattner, 2014).

1.1.3.3.2. Control de la angiogénesis por las galectinas involucradas en la liberacion

de los factores proangiogénicos derivados de plaquetas

Actualmente las plaquetas estan siendo reconocidas como factores importantes en cada paso de
la formacion de los vasos, ya que constituyen una importante matriz de factores de crecimiento,
quimiocinas, citoquinas, proteasas y moléculas de adhesion celular (Patzelt & Langer, 2012).

Las sustancias pro-angiogénicas contenidas en las plaquetas incluyen el factor de crecimiento
endotelial (VEGF), el factor de crecimiento bésico de fibroblastos derivado de plaquetas, el factor de
crecimiento epitelial y el factor derivado de células estromales-lo. Ademds, las moléculas
antiangiogénicas son secretadas por las plaquetas e incluyen trombospondina 1 (TSP-1), endostatina,
factor plaquetario 4 (FP-4), angiostatina, inhibidor tisular de las metaloproteinasas-1 y -4 e inhibidor
del activador de plasminogeno-1 (PAI-1). Se ha demostrado que los factores angiogénicos se
encuentran en poblaciones morfologicamente distintas de granulos o, en megacariocitos y plaquetas y
pueden ser diferencialmente liberados, basado en el compromiso selectivo de los receptores
plaquetarios, proporcionando un mecanismo por el cual las plaquetas pueden modular localmente y
secuencialmente la angiogénesis. Aunque las plaquetas contienen moléculas pro y antiangiogénicas,
existe un consenso general de que las plaquetas promueven la angiogénesis mediante la estimulacion de
la quimiotaxis, proliferacién y diferenciacion de las células endoteliales y reclutamiento de células
progenitoras a sitios de lesion vascular. La amplificacion de la angiogénesis por las plaquetas juega un
papel positivo y beneficioso en varios procesos, como en la activacion plaquetaria por galectinas,
embarazo y la curacion de tejidos, donde es requerido el desarrollo de nuevos vasos. Sin embargo, en
las condiciones clinicas asociadas con la angiogénesis anormal o excesiva incluyendo céncer,
aterosclerosis y artritis, las plaquetas pueden contribuir a la progresion perjudicial de estas
enfermedades. Diferentes miembros de la familia de galectinas pueden selectivamente regular la
liberacion de moléculas angiogénicas por las plaquetas. A su vez, las tres galectinas tienen la capacidad
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de activar la liberacion de VEGF, pero s6lo Gal-8 puede ser capaz de inducir la secrecion de
endostatina; dicho hallazgo estaria de acuerdo con el nuevo paradigma de la secrecion de granulos
plaquetarios, que apunta a la liberacion diferencial de VEGF o endostatina, no siendo solo producida
por los clasicos agonistas plaquetarios, sino también por la activacion plaquetaria producida por las
galectinas. A pesar de la secrecion de VEGF o de endostatina, la activacion plaquetaria generada por la
estimulacion de cada galectina estimula respuestas angiogénicas in vitro, incluyendo la proliferacion de
células endoteliales y tubulogénesis. La actividad de las plaquetas angiogénicas es independiente del
VEGF y esta asociada claramente a la accion concertada de otras moléculas pro-angiogénicas liberadas
por cada galectina (Etulain ef al., 2013).

En funcién de lo expuesto, los estudios se han centrado en este nuevo desafio, la secrecion de
pro y antiangiogénicos activados por moléculas agonistas, tales como Tr, ADP o TXA2 (Battinelli et
al.,2011).

A su vez, se ha demostrado que la liberacion diferencial de VEGF o endostatina no se limita
solo a los agonistas plaquetarios cléasicos, sino que también puede ser inducida por los activadores
plaquetarios no candnicos, tales como las galectinas. Aunque la estructura y la dindmica de un granulo
de secrecion es aun objeto de debate, diferentes hipotesis parecen converger en que las vias de
senalizacion selectiva podrian estar involucradas en la regulacion del contenido y exocitosis del
granulo. Las diferencias en la liberacion de moléculas pro- y anti-angiogénicas inducidas por galectinas
no se asociaron con diferencias en la cinética de secrecion debido a divergencias estructurales, sino mas
bien a las distintas vias de sefializacion desencadenadas por cada galectina. Ello debido a que mientras
la Gal-1 activa PKC y ERK para inducir la liberacion de VEGF, la Gal-3 activa una via dependiente de
PKC para estimular la misma respuesta biologica. Por otro lado, la liberacion de VEGF por Gal-8
requiere no solo la activacion de la COX-1, sino también la activacion de la PKC, p38 (p38MAP,
subfamilia de proteina quinasa activada por mitdogeno que regula diferentes procesos celulares) y las
quinasas Src (familia Src de proteinas no receptores con actividad tirosina cinasa) (Song ef al., 2015).

Por otro lado, las plaquetas activadas provenientes de medios condicionados por cada galectina
produjeron proliferacion celular endotelial y formacion de tubos capilares, dos eventos celulares
ligados a la angiogénesis. Estos datos indican que, independientemente del efecto diferencial de Gal-1,

-3 0 -8 sobre la secrecion de factores angiogénicos, las galectinas inducen la secrecion plaquetaria
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promoviendo el fenotipo angiogénico. En contraste con la funcion tradicional de VEGF en la
angiogénesis mediada por plaquetas, se encontrd que la supresion de la sefalizacion de VEGF
utilizando anticuerpos anti-VEGFR2 o anti-VEGF-A no alteraron considerablemente la respuesta
celular endotelial, lo que sugiere que este factor podria ser prescindible para la actividad angiogénica
de las plaquetas cuando se activan en respuesta a la estimulacion por galectina. También se encontrd
que el bloqueo de EGF, el mayor factor angiogénico liberado de las plaquetas luego de la estimulacion
con galectinas, inhibia parcialmente la angiogénesis. Ademds, se observdo un grado similar de
inhibicién cuando se inhibio la actividad de VEGF-A y EGF. Por lo tanto, estos resultados sugieren
que la actividad angiogénica mediada por las plaquetas seria un proceso complejo que parece ser
debido a la actividad combinada de varias moléculas relacionadas con la angiogénesis, liberadas por las
plaquetas estimuladas con galectinas. En este sentido, se ha demostrado también que la angiogénesis
inducida por las plaquetas activadas por Tr, también implicarian la actividad de varios moduladores
angiogénicos, pero no de VEGF (Etulain & Schattner, 2014; Etulain et al., 2014).

Estos datos hacen evidente que la secrecion de moléculas angiogénicas derivadas de plaquetas
constituye un mecanismo alternativo por el cual las galectinas promueven las respuestas angiogénicas y
su bloqueo puede conducir al desarrollo de estrategias para las enfermedades relacionadas con la
angiogénesis. La Gal-1 es el mayor regulador de respuestas inmunes que implican trastornos de células
T, inflamacion, alergias e interacciones huésped-patogeno; participa en la metastasis tumoral y la
inmunorregulacion, asi como también en las patologias neurodegenerativas. En consecuencia se han
estudiado ampliamente las funciones de Gal-1 y -3 en la progresion y proliferacion tumoral,
angiogénesis, resistencia a las drogas y enmascaramiento contra el reconocimiento del sistema inmune
(Camby et al., 2006; Song et al., 2015).

Por otra parte, Gal-3 esta implicada en las complicaciones metabolicas de la diabetes; su
expresion también acompana los procesos relacionados a la enfermedad cardiaca y al accidente
cerebrovascular, fibrosis y la reparacion de los tejidos. A su vez, Gal-9 participa en la regulacion del
nivel de glucosa en sangre y en trastornos metabdlicos relacionados como la diabetes, la Gal-7 humana
esta involucrada en el metabolismo de queratocitos y formacion de epitelios relacionados, desarrollo y
regeneracion a nivel de la cornea y epidermis; también contribuye a la regulacion de la apoptosis. Por

lo tanto, se puede concluir que las plaquetas liberan sustancias pro- y anti-angiogénicas, siendo
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reguladas selectivamente por diferentes agonistas. Por otra parte, se podria especular que el endotelio
normal o tumoral activado por galectinas es diferencialmente regulado y contribuye a la
vascularizacion tumoral por la estimulacion de la liberacion de diversos mediadores proangiogénicos
(Thijssen et al., 2008; Thijssen et al., 2010; Heusschen ef al., 2014).

Curiosamente, el efecto bioldgico neto parece ser proangiogénico, independientemente del
agonista de plaquetas utilizado. Esto implica que el efecto proangiogénico de galectinas a través de las
plaquetas contribuye a una retroalimentacion positiva que influye en la progresion tumoral. Sin
embargo, no se descarta la posibilidad de que, en una alternativa patologica, la contribucion de los
mediadores derivados de plaquetas antiangiogénicos podrian ganar relevancia. En este sentido, se ha
demostrado que la concentracion de proteinas reguladoras de la angiogénesis en las plaquetas, aunque
es relativamente constante y estable en condiciones fisioldgicas, se modifica sustancialmente por la
presencia de un tumor en crecimiento (Etulain ef al., 2014).

Especificamente se ha demostrado que los cambios en los principales factores antiangiogénicos
plaquetarios tales como PF-4 y TSP-1 son up-regulados en las plaquetas de los ratones portadores de
tumores. A su vez, con respecto a la TSP-1 se ha encontrado un aumento de los niveles de mARN de
TSP-1 en megacariocitos, asi como también un mayor nimero de estas células en la MO de ratones
portadores de tumores. Por ello se sugiere que la produccion y secrecion de moléculas anti-
angiogénicas plaquetarias podria servir como una respuesta temprana critica del huésped para suprimir
el suministro vascular durante el crecimiento del tumor, haciendo hincapié en el valor potencial de
estas moléculas como indicadores del crecimiento tumoral y la regresion. Puesto que la respuesta
temprana anti-angiogénica desencadenada por las plaquetas podria ser suprimida durante la progresion
tumoral, induciendo un cambio hacia un fenotipo pro-angiogénico de plaquetas, se necesitarian mas
datos para establecer si los cambios del proteoma plaquetario se producen luego del establecimiento del

tumor y por periodos largos (Etulain ef al., 2014).

1.1.4. Gal-1 y cancer

Como se ha mencionado previamente, muchos trabajos de investigacion avalan la evidencia de
que las células tumorales aumentan la expresion y secrecion de Gal-1 respecto de las células normales.
Por lo tanto, la expresion de Gal-1 ha sido ampliamente documentada en diferentes tipos de tumores,
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incluyendo astrocitoma, melanoma, glioma, sarcoma de Kaposi, linfoma de Hodgkin, carcinoma de
prostata, tiroides, colon, mama, pulmon, cabeza y cuello, vejiga y ovario (Astorgues-Xerri et al., 2014).

La acumulacion de Gal-1 preferencialmente en el estroma peritumoral ha sido descripta para los
carcinomas de tiroides, cabeza y cuello, colon, ovario y prostata. Estudios realizados en tumores de
colon, pancreas y vejiga indican que los niveles de expresion de Gal-1 son mayores en tumores de-
diferenciados histologicamente e invasivos, respecto a tumores diferenciados o a tejidos normales. En
cancer gastrico y cervical se sabe que existe una correlacion positiva entre la expresion de Gal-1 y el
estadio tumoral, invasion y metastasis en nodulos linfaticos. Por otro lado, se han obtenido resultados
similares en glioblastoma, sarcoma de Kaposi, cancer de prostata, mama, colon y gastrico, pero se ha
encontrando una correlacion inversa entre los niveles de expresion de Gal-1 y la sobrevida (Thijssen ef
al., 2010; Croci et al., 2012; Chen et al., 2014; Laderach et al., 2013; Dalotto-Moreno et al., 2013),
resaltando la relevancia de esta lectina como un posible biomarcador o blanco terapéutico en el cancer.

Se ha demostrado una correlacion entre la expresion de Gal-1 y la migracion celular e invasion
en el carcinoma hepatocelular. La Gal-1 promueve el desarrollo de la polarizacion de las células del
carcinoma hepatocelular a través de las rutas de sefalizacion dependientes de PKA, PI3K y/o
ERK1/2MAPK promoviendo el crecimiento tumoral in vivo, de manera dosis dependiente. Se ha
encontrado sobreexpresion de Gal-1 en tumores de carcinoma hepatocelular, sobre todo durante el
proceso metastasico (Espelt et al., 2011).

Recientemente se ha demostrado que en el carcinoma hepatocelular, la Gal-1 induce
proliferacion y migracion de las células endoteliales sinusoidales (Manzi et al., 2016). La Gal-1 activa
la transicion mesenquimal epitelial, un proceso clave durante la progresion del cancer hepatico
(Bacigalupo et al., 2013; 2015; 2017).

Se ha estudiado los efectos de Gal-1 en los enterocitos del intestino delgado humano y de raton.
Se demostré que la Gal-1 se expresa ampliamente en el tejido de la mucosa intestinal, influyendo en la
viabilidad de los enterocitos, un efecto que puede influir en la migracion de estas células de la cripta, la
integridad de las vellosidades y la funcion de barrera epitelial (Muglia et al., 2016) .

Se ha comprobado que el activador tisular de plasminogeno (tPA) ejerce diferentes funciones en
la fibrindlisis. En el adenocarcinoma ductal pancreatico (PDA), tPA es sobreexpresado y juega un rol

importante en la proliferacion, invasion, y angiogénesis. La interaccion de tPA con los receptores de la
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membrana celular se ha relacionado con un mayor incremento de la actividad proteolitica y la
transduccion de sefales a través de mecanismos no enzimaticos (Roda et al., 2009).

A su vez, se sabe que la Gal-1 se expresa fuertemente en células de cancer pancreatico y en
fibroblastos tumorales tanto in vitro como in vivo. En cultivos celulares, la expresion de Gal-1 fue
detectada en los alrededores de las células migrantes localizada con tPA. En tumores pancreaticos, Gal-
1 y tPA estan presentes en la interface entre las células tumorales y los fibroblastos estromales. Se
descubri6 que la interaccion Gal-1/tPA favorece la progresion del cancer pancreatico y se asocia a la
produccion excesiva de tejido conectivo, rico en fibras de Col, resultado de la activacion excesiva de
los fibroblastos (desmoplasia). Por lo tanto, en base a estos hallazgos, se propuso que la expresion de
Gal-1 en el estroma, al menos en parte, se deberia a la secrecion de las células pancreaticas

cancerigenas, activando de manera paracrina la reaccion desmopléstica (Fig. 1.14) (Roda et al., 2009).
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A su vez, Thijssen et al. (2015) realizaron una revision sobre 200 trabajos originales, los cuales
demostraban la expresion de Gal-1 en pacientes con cancer, cubriendo la mayoria de tejidos y tipos de
cancer (Fig. 1.15.A). Los estudios se centraron en Gal-1 y Gal-3, mientras que los tumores mas
estudiados fueron los del tracto digestivo y reproductivo. Se evaluaron los estudios que comparaban la
expresion de galectinas en tejidos malignos y normales. Con respeto a Gal-1, encontraron que su

expresion se encontraba aumentada en tejidos tumorales en comparacion con los tejidos normales o
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benignos, especialmente en tumores del sistema reproductivo donde hay una clara evidencia de que la
transformacion va acompafiada de una elevada concentracion de Gal-1. Este incremento fue observado
en tumores estromales, también en tumores del tracto digestivo, incluyendo colon, higado y pancreas,
asi como en enfermedades malignas linfoides. También se ha reportado la elevacion de Gal-1 en
neoplasias mieloproliferativas y en tumores del sistema urinario y respiratorio, cancer tiroideo y cancer
de piel.

Finalmente, se describe la disminucién de la expresion de Gal-1 en tejidos malignos
comparados con tejidos normales, s6lo en cabeza y céncer de células escamosas, cancer uterino y
cancer de vejiga. Sin embargo, estos hallazgos serian contradictorios en relacion a otros estudios
realizados en los mismos tipos de cancer, donde las diferencias estarian probablemente mas
relacionadas con la poblacion de pacientes, subtipo de tumor o metodologia utilizada. Por lo tanto, el
aumento de la expresion de Gal-1 parece ser un fendmeno comun en la mayoria de los tipos de cancer,
aunque las diferencias existen en la localizacion especifica dentro de los diferentes tipos de tumores

(Thijssen et al., 2015). (Fig. 1.15).
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Figura 1.15. Caracteristicas de los estudios incluidos en la revision sistematica realizada por Thijssen ef al. (2015). A)
Lista de tejidos en los cuales la expresion de una o mas galectinas fueron evaluadas en pacientes con cancer. B) El grafico
circular muestra el nimero de estudios donde se analizé la expresion de una galectina especifica en pacientes con cancer. C)
Este grafico muestra la distribucion de estudios sobre los diferentes 6rganos y sistemas de tejidos. Tomado de Thijssen et
al., 201S.
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Seccion 2: Plaquetas
1.2. Introduccion

1.2.1. Definiciones

La hemostasia es un mecanismo de defensa que funciona estrechamente ligado a los procesos
de reparacion tisular y protege la integridad del sistema vascular. La ruptura del fino equilibrio
hemostatico provocado por multiples factores termina en la formaciéon de un tapdén hemostatico
formado por plaquetas (trombo primario/ hemostasia primaria) sobre el area lesionada, al que se le
afiade una malla de fibrina (trombo estable secundario/ hemostasia secundaria).

Las plaquetas son células sanguineas anucleadas de forma discoide que circulan en una
concentraciéon de 1,5 a 4,5 x 10''/L, formadas a partir de los megacariocitos como discos celulares
pequeios. Si bien este proceso no ha sido completamente esclarecido, se cree que su funcion principal
es realizar una amplificacion génica para incrementar la sintesis de proteinas requeridas para completar
la maduracion granular y promover el aumento en el tamafio celular (Raslova et al., 2003).

Se sabe que la produccion de plaquetas es el evento final de una serie de multiples procesos que
se originan en una célula progenitora pluripotente y que se denomina megacariopoyesis. La
megariopoyesis se desarrolla a partir de las células madre pluripotenciales (stem cells), con capacidad
de autoreplicarse y diferenciarse hacia lineas celulares mixtas, como la linea megariocitica. La
regulacion de la megacariocitopoyesis estd determinada por la presencia intracelular de factores de
transcripcion en las células progenitoras y por citoquinas presentes en el microambiente medular. El
proceso de formacion de plaquetas a partir del megacariocito exhibe algunas caracteristicas asociadas a
la apoptosis, incluyendo la reorganizacion, la condensacion de la membrana y el plegado del
citoesqueleto. Estas semejanzas han conducido a investigar si el fenomeno de apoptosis seria una
fuerza importante que conduciria a la formacion de la proplaqueta y a la liberacion plaquetaria
(Gordge, 2005).

Se ha llegado a pensar que un proceso apoptotico especializado podria conducir la génesis de la
plaqueta y su posterior liberacion. A su vez, la apoptosis se ha descripto en los megacariocitos y se ha
encontrado que es mdas prominente en megacariocitos maduros en comparacion con las células

inmaduras (Falcieri et al., 2000).
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Sin embargo, los mecanismos que regulan la apoptosis megacariocitica son poco conocidos, por
lo que la transicion de megacariocito a plaquetas es compleja. El proceso comienza con la fase
mitdtica, en la que las células progenitoras megariociticas se multiplican, y prosigue con una fase
endomitdtica en la que se producen mitosis nuclear y separacion de cromatidas, pero sin division
celular. Las sucesivas duplicaciones del ADN originan células poliploides de gran tamafio, los
megacariocitos. Posteriormente, una vez alcanzada la ploidia definitiva en la fase final de la
megacariopoyesis, se produce la maduracion del citoplasma megariocitico que daréd lugar, mediante el

proceso de la trombocitopoyesis, a la formacion y liberacion de plaquetas (Italiano et. al, 2007).

1.2.2. Formacion de plaquetas

1.2.2.1. Trombopoyesis

Si bien desde principios del siglo XX se reconoce que las plaquetas derivan de los MCs, el
mecanismo por el cual se forman y liberan a la circulaciéon permaneci6 inexplorado durante muchos
anos. Para explicar este proceso se propusieron diferentes modelos que incluian el brote de las
plaquetas desde la periferia del MC, la fragmentacion citoplasmatica a partir del sistema de
demarcaciéon de membrana (SDM) y la liberacion de procesos proplaquetarios que luego generarian
plaquetas individuales. El modelo actualmente aceptado propone que la biogénesis plaquetaria ocurre
mediante la formacion de dos intermediarios entre el MC maduro y las plaquetas libres, las
proplaquetas y las preplaquetas (Thon et. al., 2010).

Este modelo plantea que los MCs maduros extienden troncos citoplasmaticos largos y
ramificados denominados proplaquetas. Estas extensiones estan compuestas por engrosamientos en
tandem del tamafio de plaquetas conectados por finos puentes citoplasmaticos. Las primeras evidencias
registraron multiples imagenes de proplaquetas extendiéndose dentro de sinusoides medulares. Luego,
estas estructuras proplaquetarias fueron obtenidas de manera espontanea a partir de cultivos in vitro de
MCs derivados de células madre hematopoyéticas humanas (CMH) de higado fetal murino (Thon et.
al., 2010) y de CMH estimuladas con el factor de crecimiento especifico del linaje
megacariocitico/plaquetario (Pozner et. al, 2005).

Durante la formacién y extension de las proplaquetas el MC concentra todo su citoplasma en las
extensiones proplaquetarias. Este proceso comienza con la erosion de uno de los polos del citoplasma

causando la formacion de pequefios pseuddpodos. A continuacion, estos pseudopodos comienzan a
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elongarse formando finos tibulos de diametro uniforme mientras se ramifican y se forman
engrosamientos a lo largo de toda su longitud. Estas ramificaciones se condensan en la forma lamelar y
vuelven a dividirse, amplificando de esta manera el numero de ramificaciones en cada ciclo de
conversion lamelar/ramificacion. Eventualmente, las proplaquetas se desprenden del cuerpo del MC y
¢éste se transforma en un nucleo residual rodeado por una red de extensiones proplaquetarias (Fig.1.16)

(Italiano et al., 1999).

Figura 1.16. Generacion de proplaquetas. Secuencia de fotos que muestra los eventos esenciales que llevan a
la formacion de proplaquetas in vitro. (A) La producciéon de proplaquetas comienza cuando el citoplasma del
MC se erosiona en un polo (asterisco blanco). (B y C) Las proplaquetas (flecha blanca) se extienden a lo largo
del cuerpo del MC a medida que se extienden y ramifican. (D) Finalmente, las proplaquetas se contraen y se
separan del cuerpo celular residual del MC (flecha blanca). Tomado de Italiano ef al., 1999.

Se sabe que la fuerza necesaria para la extension de los procesos proplaquetarios es provista por
el citoesqueleto de tubulina y actina (A). Dentro de las diferentes isoformas de tubulina, la B1 es la
principal en los MC y su reorganizacion es esencial para la formacion y extension de las proplaquetas
(Lecine et al., 2000).

Cuando el MC comienza a generar las estructuras proplaquetarias, los microtiibulos se
organizan de manera cortical formando haces gruesos por debajo de la membrana plasmatica. Luego
comienzan a extenderse pseudopodos y los microtibulos forman arreglos lineales que se prolongan por
toda la longitud de la proplaqueta. El extremo mas distante de cada uno de estos trozos tiene un
engrosamiento del tamafio de una plaqueta que contiene un anillo de microtubulos delimitando a una
plaqueta naciente (Thon et al., 2010).

Se sabe que ademas de participar en la elongacién de las proplaquetas, los microtibulos
también permiten el transporte de organelas y granulos dentro de las proplaquetas. Estas estructuras

intracelulares se asocian a proteinas motoras (como la kinesina) y son enviadas individualmente desde
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el cuerpo del MC hacia el interior de las proplaquetas, moviéndose bidireccionalmente hasta que son
capturadas por el extremo proplaquetario (Richardson ez al., 2005).

En cuanto al citoesqueleto de actina, su funcion sigue siendo estudiada: se sabe que la F-actina
se encuentra presente a lo largo de toda la proplaqueta y es la encargada de generar el curvamiento
inicial para que se genere una bifurcacion proplaquetaria. Una vez que los engrosamientos
proplaquetarios contienen todos los componentes de una plaqueta funcional, las proplaquetas son
escindidas del cuerpo del MC y liberadas hacia el torrente sanguineo (Junt et al., 2007).

Hace unos anos se describid un nuevo intermediario de la biogénesis plaquetaria conocido como
preplaqueta. Estas estructuras fueron encontradas en sangre periférica, tienen mayor tamafio que una
plaqueta madura y pueden presentar forma circular o de mancuerna, las cuales son interconvertibles
entre si y permiten a las preplaquetas mezclar y volver a distribuir el contenido granular. Finalmente, la
forma de mancuerna se escinde por su parte central dando lugar a dos plaquetas libres (Fig. 1.17)
(Italiano et. al., 2013).

Diferentes trabajos han fortalecido este modelo de generacion de plaquetas, aunque
recientemente Nishimura et al. (2015) demostraron que cuando existe una necesidad aguda de
plaquetas los MCs son capaces de liberar plaquetas funcionales a través de un mecanismo regulado por
la IL-1a pero sin formar pre- ni proplaquetas. Mediante este proceso el rendimiento de plaquetas es
aproximadamente 20 veces mayor que el que se obtiene mediante la formacion de proplaquetas. De
esta manera, durante el estado estacionario la trombopoyesis responderia al modelo proplaquetario
regulado por trombopoyetina (TPO), mientras que, ante una necesidad extrema de plaquetas se

activaria este nuevo mecanismo dependiente de IL-1a.
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Figura. 1.17. Modelo de produccion de plaquetas. (A) Las proplaquetas se extienden utilizando el
citoesqueleto de tubulina. El final de cada proplaqueta contiene un engrosamiento del tamafio de una plaqueta y
las mitocondrias y granulos (esferas amarillas y naranjas) son transportadas hacia dichos extremos. (B) E1 MC
completo se convierte en proplaquetas que son liberadas a circulacion a través de los sinusoides medulares. (C)
Las proplaquetas en circulacion se transforman en preplaquetas, las cuales adoptan la forma circular o de
mancuerna. Esta ltima se escinde por el centro para liberar dos plaquetas individuales. Tomado de Italiano,
2013.

A pesar de los grandes avances logrados en el conocimiento de este proceso, existen ain

numerosos interrogantes acerca de la trombopoyesis, como por ejemplo cudles son las sefales que
inician el proceso de formacion de proplaquetas o los mecanismos que llevan a su fragmentacion para
formar las preplaquetas. Incluso, se desconocen las fuerzas que promueven que las preplaquetas en

forma de mancuerna se escindan para dar lugar a las plaquetas funcionales tal y como se las conoce.

1.2.2.2. Biogénesis plaquetaria en la médula osea

La médula 6sea (MO) es un tejido complejo protegido por los huesos dedicado a la produccion
de los diferentes tipos celulares que componen la sangre. Dentro de las cavidades de los huesos, la MO
se constituye como una red tridimensional de sinusoides ramificados, rodeados por colonias de células

hematopoyéticas inmersas en una malla de componentes de la matriz extracelular y factores humorales

(Fig. 1.18) (Morrison, 2014).



Introduccion
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Figura 1.18. Anatomia de la médula 6sea.
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Tomado de Morrison, 2014.

Las células que componen el estroma medular incluyen osteoblastos, células endoteliales,

macrofagos, células reticulares no fagociticas (incluyendo miofibroblastos y células adventicias
sinusoidales) y células madre mesenquimales. Por lo tanto, las células estromales de la MO regulan la
hematopoyesis a través de la expresion de citoquinas u otras macromoléculas solubles o unidas a
membrana, contra receptores para integrinas y otras moléculas de adhesion presentes en la superficie de
las células hematopoyéticas. Se sabe que, dentro de la MO, los mecanismos de diferenciacion celular y
transito hacia el torrente sanguineo estdn estrictamente regulados para satisfacer los diferentes
requerimientos fisiologicos. La arquitectura medular permite reconocer diferentes nichos cuyo
microambiente mantiene y regula un tipo particular de célula progenitora. En base a la composicion y
localizacion de los diferentes tipos celulares se definen dos microambientes o nichos medulares. Uno
vascular, compuesto principalmente por células endoteliales, células reticulares y células estromales

mesenquimales llamado nicho vascular y otro asociado al endostio (interfase entre el hueso y la MO)
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compuesto por osteoblastos o células de su linaje llamado nicho osteblastico o endostial (Kaushansky
etal, 2015).

Desde la antigiiedad, los MCs se asociaron al nicho vascular donde fueron observados
adyacentes a sinusoides medulares tanto in vivo como in vitro. Sin embargo, estudios mas recientes
demostraron que estas células pueden estar ubicadas en porciones anatomicas diferentes asociandose
tanto al nicho vascular como al osteblastico (Malara et al., 2014). Por lo tanto, el modelo actual
propone que a medida que los MCs maduran, migran del nicho osteobldstico al vascular para
finalmente liberar desde alli las proplaquetas a la circulacion (Malara et al., 2015).

Se sabe que el colageno (Col) tipo I es el componente mas abundante del nicho osteoblastico;
cabe destacar que la union de MCs a este tipo de Col inhibe la formacion de proplaquetas, hecho que
sugiere que el nicho osteobldstico impediria de esta manera la formacion de dichas estructuras en
condiciones fisioldgicas. Esta hipotesis esta sostenida por recientes investigaciones en las que,
utilizando un modelo de co-cultivo de osteoblastos junto con CMH, se observd que las células forman
un nicho que favorece la deposicion de Col tipo I y crea un entorno que promueve su diferenciacion al
linaje megacariocitico pero no permite completar su maduracién ni que se extiendan las proplaquetas
(Pallotta et al., 2009).

Estos hallazgos nos llevan a establecer que el Col tipo I en el nicho osteoblastico actuaria como
supresor de la formacién de proplaquetas permitiendo al mismo tiempo que la MCp
(megacariopoyesis) ocurra en sus primeros estadios de diferenciacion. Durante los estadios finales de la
biogénesis plaquetaria, los MCs se localizan en las cercanias de sinusoides medulares en donde entran
en contacto con una gran variedad de citoquinas y quimocinas que son producidas y liberadas por los
diferentes tipos celulares del nicho vascular. Dentro de ellas, el factor derivado del estroma 1a (SDF-
la, del inglés Stroma-derived Factor-1 o) fue la primera quimocina implicada en el direccionamiento
de los MCs hacia el nicho vascular. El SDF-1 a regula la migracion de los MCs a través de su receptor
especifico, el CXCR4, por lo que su expresion durante la MCp estd delicadamente regulada.
Finalmente, la importancia de esta quimocina en la MCp fue demostrada por Avecilla et al. (2004),
quienes observaron el restablecimiento de la trombopoyesis en ratones knock out para la TPO y su
receptor mediante el suministro de SDF-1a en conjunto con el factor de crecimiento de Fb.

Relacionado con estos estudios, recientemente se ha reportado que la administracion de SDF-1a

o el uso de farmacos que propician un aumento de su estabilidad a nivel endogeno favorecen la
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asociacion de los MCs con los sinusoides medulares y consecuentemente la generacion de plaquetas.
En particular, utilizando un modelo de injuria por irradiacion, se demostrd que la fluctuacion dindmica
en la distribucion espacial y temporal del SDF-1a se correlaciona con el posicionamiento de los MCs
dentro del nicho vascular (Niswander et al., 2014).

Relacionado con este hallazgo, se ha demostrado que algunas sefiales angiogénicas también se
encuentran involucradas en la relocalizacion de los MCs en el nicho vascular provocando un aumento
de la produccion plaquetaria. Por lo tanto, la idea de los MCs como células estaticas de la MO ha ido
evolucionando hacia un modelo dinamico en el cual estas células maduran a medida que migran por los
diferentes nichos dirigidos por estimulos especificos. De este modo, el nicho osteoblastico proporciona
un entorno que permite que los precursores megacariociticos proliferen, se diferencien y comiencen a
madurar, mientras que el nicho vascular promueve principalmente la trombopoyesis (Ru et al., 2016).

Por otro lado, se sabe que la diferenciacion de las células madre precursoras hematopoyéticas
que expresan la glicoproteina 34 en superficie como molécula de adhesion (CD34"), en presencia de
células mesenquimales del estroma de MO (MSC), aumentan la producciéon de MC, proplaquetas y
plaquetas. Se observo un enriquecimiento en una poblacion precursora de MC exhibiendo un nivel
intermedio de positividad CD41 (integrina a2b o GPIIb, es una glicoproteina transmembrana que se
expresa en megacariocitos y plaquetas), manteniendo su expresion de CD34. Siguiendo la clasificacion
y el sub-cultivo con MSC, esta poblacién de células CD34"/CD41 fue capaz de generar de manera
eficiente MC portadores de proplaquetas y plaquetas. Del mismo modo, SR1, un antagonista del
receptor de aril hidrocarburos (AHR), factor de transcripcion que mantiene la expresion de CD34 de las
células progenitoras, condujo a una fraccion enriquecida en CD34"/CD41 y a una mayor capacidad de
generar elementos MC y plaquetas como proplaquetas productoras ultraestructural y funcionalmente
similares a las plaquetas circulantes. El efecto de MSC, como el de SR1, parece estar mediado por un
mecanismo de AHR dependiente, ya que ambas condiciones de cultivo resultaron en la represion de su
efector CYP1IBI1. Este aislamiento recientemente descrito de un precursor que presenta un fuerte
potencial MC podria ser explotado para estudiar trombopoyesis normal y anormal, asi como también la

produccion de plaquetas in vitro (Strassel et al., 2016).
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1.2.2.3. Regulacion humoral de la megacariopoyesis

Antiguamente se consideraba que el desarrollo de los MC y MCp, al igual que el de otros
linajes celulares sanguineos, requeria de la accion de al menos dos factores humorales distintos: uno de
accion temprana, promotor de la proliferacion celular y otro, mas tardio, capaz de estimular la
maduracion. Los primeros hallazgos demostraron que tanto las interleuquinas (IL)-3, 6 y 11 como el
factor de crecimiento de células madre (SCF, del inglés stem cell factor) eran capaces de estimular los
estadios iniciales de la MCp. Sin embargo, no se logré identificar un factor destinado a la maduracion
final de estas células hasta 1994, donde el concepto fue reemplazado por una teoria unificadora gracias
a que varios grupos de trabajo, mediante diferentes estrategias experimentales, pudieron sentar las
bases que permitieron establecer que el principal factor humoral responsable del desarrollo
megacariocitico/plaquetario era la trombopoyetina (TPO) y que su receptor era el c-mpl. Estos
hallazgos dieron inicio a una nueva era de sistemas de cultivo que permitieron estudiar la biogénesis
plaquetaria y comprender mejor todos los procesos implicados (Kaushansky, 2015).

El primer paso para el descubrimiento del eje TPO/c-mpl fue a fines del siglo pasado, a través
de la identificacion del virus responsable de la leucemia mieloproliferativa murina denominado
MPLYV (del inglés Myeloproliferative Leukemia Virus). Luego fue reportado el oncogén transformante
(v-mpl) y gracias a este hallazgo, fue clonado el correspondiente proto-oncogen celular humano (c-
Mpl). Esta proteina fue posteriormente clasificada dentro de la superfamilia de receptores para factores
de crecimiento y a su vez dentro de la subfamilia “tipo I’ (junto con los receptores para eritropoyetina
(EPO), factor de crecimiento granulocitico (G-CSF), factor de crecimiento granulo-monocitico (GM-
CSF) y las IL-1 a la 7, entre otras), ya que carece de actividad quinasa intrinseca. El gen del c-mpl
humano esta compuesto por 12 exones que codifican para una proteina de 635 aminoacidos (aa) y 71
kDa. La union de la TPO con su receptor no s6lo afecta la biogénesis plaquetaria, sino que también
regula los niveles de TPO, asi como la expresion de c-mpl. De hecho, luego de la union de la TPO al c-
mpl de plaquetas y MC, el complejo es internalizado, degradado en el proteasoma y parcialmente
reciclado hacia la superficie (Dahlen ef al., 2003).

Se sabe que este mecanismo dindmico es fundamental en la regulacion de los niveles de TPO
medulares y plasmaticos. De esta manera, durante el estado estacionario, es decir cuando la cantidad de
plaquetas circulantes se mantiene constante, la concentraciéon de TPO plasmaética es regulada por la

masa de MC y por las plaquetas (Kaushansky, 2005).



Introduccion

La TPO que logra ingresar en la MO, asi como la que es producida en la propia médula, puede
ser unida por células de todos los estadios del desarrollo megacariocitico, aunque recientemente se
observo en ratones que las tnicas células que requieren TPO para continuar en el camino del desarrollo
de MC son los progenitores mas tempranos (Ng et al., 2014).

Se sabe que la interaccion TPO/c-mpl es la principal responsable del crecimiento y desarrollo
de MC a partir de la CMH. Entre sus principales funciones bioldgicas se puede destacar que aumenta el
nimero y tamafio de MC, estimula la expresion de glicoproteinas y granulos plaquetarios especificos,
es el principal estimulo de la endomitosis y poliploidizacion de MC y promueve el desarrollo del
sistema de demarcacion de membranas (SDM). Por lo tanto, como consecuencia de la eliminacién
génica de este factor de crecimiento (al igual que la de su receptor) se produce una severa
trombocitopenia, presentando una reduccién de mas del 95% de los progenitores comisionados al linaje
megacariocitico en la MO. Por otro lado, se sabe que en situaciones en las que el sangrado o el
consumo llevan a un descenso en el nimero de plaquetas circulantes, el consiguiente aumento de los
niveles de TPO que logran alcanzar la MO permite que una mayor proporcion de progenitores
tempranos sean comisionados al linaje megacariocitico o que se complete el desarrollo de MC. El
resultado, luego del retardo que demanda que los MC maduren (hasta 12 dias en el humano), es un
aumento de la produccion de plaquetas que inicialmente supera incluso los niveles previos y luego se
normaliza. Por lo tanto, en general se acepta que, en condiciones fisiologicas, la biogénesis plaquetaria
es controlada por un fino equilibrio regulado por las células terminales e iniciales de este proceso,
manteniendo los niveles de plaquetas circulantes en un estado estacionario que puede variar
considerablemente entre individuos (los adultos normales tienen plaquetas entre 150 y 450 x 10°/L de
sangre) y especies (por ejemplo los ratones tienen alrededor de 1000 x 10°/L de sangre). En base a este
mecanismo de autorregulacion, aquellas condiciones clinicas que presentan un recuento de plaquetas
disminuido y una menor masa de MC medulares (como ocurre en la anemia aplasica) pueden ser
explicadas por altos niveles plasmaticos de TPO, debido a la limitada cantidad de c-mpl disponible para
unirla. Sin embargo, esta correlacién no se mantiene en otras trombocitopenias asociadas a patologias
como los sindromes mielodisplasicos y la trombocitopenia inmune (TPI), siendo atin no dilucidadas las

causas de estas diferencias (Kaushansky, 2015).
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1.2.2.4. Mecanismos de sefalizacion involucrados en la megacariopoyesis

La interaccion entre la TPO y el c-Mpl promueve su dimerizacion. Al igual que otros receptores
para citoquinas, la fosforilacion de tirosinas es esencial para la iniciacion de la sefial y los subsecuentes
eventos de transduccion. A diferencia de aquellos receptores para factores de crecimiento
hematopoyéticos que presentan actividad de tirosina-quinasa intrinseca, la fosforilacion del c-Mpl es
debida a una tirosina-quinasa citoplasmatica denominada JAK2 que se activa como consecuencia del
cambio en la conformacion del c-Mpl luego de su unién con la TPO (Drachman et al., 2002).

La activacion de JAK2 promueve la fosforilacion de los residuos de tirosina en la porcion distal
del c-Mpl, generando un sitio de reclutamiento de proteinas SH2. De esta manera, la unioén de la TPO
al c-Mpl desencadena varios eventos de sefializacion criticos que median los efectos de este factor de
crecimiento sobre células hematopoyéticas humanas: fosforilacién y activacion de un grupo de
proteinas denominado STATs (del inglés Signal Transducers and Activators of Transcription). Por lo
tanto, las STATs fosforiladas se dimerizan, translocan al nlicleo y estimulan la transcripcion de genes
especificos, con activacion de la fosfatidilinositol-3 quinasa (PI;K) que activa Akt (también llamada
PKB), que est4 implicada en la proliferacion celular dependiente de ciclinas a través del factor nuclear-
kappa B con activacion del eje Rass/RAF/MEK/ERK, cuyo resultado final es la fosforilacion de los
factores nucleares c-Jun, c-Fos y Elkl, los cuales promueven principalmente la endomitosis de MC
(Miyakana ef al., 2001).

A su vez, se sabe que ademas de los efectos descritos en MC y sus precursores inmediatos, la
TPO también permite la supervivencia de CMH y actia en forma sinérgica con la IL-3 y el SCF para
inducir la entrada de estas células al ciclo celular resultando en un aumento de la produccion de CMH y
células progenitoras comisionadas de todos los linajes. De esta manera, los efectos inhibitorios a nivel
de todos los estadios de la MCp, la supresion génica de TPO o de su receptor se asocia con una
reduccién significativa de los valores normales del numero de células progenitoras de otros linajes,

afectando principalmente al eritroide.

1.2.3. Morfologia plaquetaria

Mediante la observacion por microscopia optica de los extendidos realizados con sangre entera

anticoagulada con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y tefiidos con la tincion de May Griinwald
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Giemsa (MGGQG), las plaquetas aparecen como cuerpos grises azulados, ovales o redondos, pequefios,
con varios granulos purpura-rojizos. El didmetro medio de las plaquetas varia en diferentes individuos,
extendiéndose a alrededor de 1.5 a 3.0 um, equivalente aproximadamente de un cuarto hasta la mitad
del eritrocito. Hay también una variabilidad considerable en el tamafio de plaquetas de un mismo
individuo; en ocasiones las plaquetas de muestras de individuos normales tienen diametros grandes,
cercanos al tamano de los eritrocitos. El histograma de volumen plaquetario (7-9 ul) esta representado
por una distribucion normal logaritmica, atin en poblaciones con un nimero incrementado de plaquetas
recién formadas. Esta observacion ha sido considerada una evidencia de que la heterogeneidad
plaquetaria esta determinada por su formacion y no es consecuencia del envejecimiento. El estudio de
la ultraestructura de las zonas centrales y de constriccion a lo largo de las proplaquetas confirma la
dispersion de tamafios: son pequefas cuanto mas distales del cuerpo celular y mas grandes las que
provienen del centro citoplasmdtico. La ultraestructura plaquetaria estd subdividida en tres partes
topograficas relacionadas con su funcién (Fig. 1.19): la membrana plaquetaria intra y extracelular, los
granulos y organelas intracitoplasmaticos y el conjunto de proteinas motoras del citoesqueleto
(Hoffbrand’s Essential Haematology, 2016).

Las plaquetas activadas pueden tener tres o cuatro filamentos largos, que se proyectan fuera del
cuerpo de la misma (filopodios). La microscopia electronica revela una capa poco definida (glicocalix)
que se extiende sobre la superficie de la plaqueta, de 14 a 20 nm, que puede estar compuesta por las
glicoproteinas de la membrana, glicolipidos, mucopolisacaridos y proteinas fijadas por adsorcion del
plasma (Reineri et al., 2007).

La superficie de la plaqueta presenta un niimero de huecos y hendiduras que se relacionan con
el sistema canalicular abierto (SCA), que consta de un elaborado sistema de canales, compuesto de
invaginaciones de la membrana plasmatica que se extienden por toda la plaqueta. Por lo tanto, durante
la activacion plaquetaria, el contenido de los granulos se vuelca al exterior, por fusion de los mismos a
alguna region del sistema canalicular abierto o de la membrana plasmatica (Hoffbrand’s Essential

Haematology, 2016).
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Glycogen Glycocalyx

Electron dense granule:
nucleotides (ADP),
Ca2+, serotonin

Lysosome

Plasma membrane
Platelet
phospholipid

Open canalicular
system

Specific o-granule:
fibrinogen, factor V,
VWEF, fibronectin,
heparin antagonist (PF 4),
PDGF, other proteins
Submembranous filaments
(platelet contractile protein)

Mitochondrion Dense tubular system

Figura 1.19. Ultraestructura plaquetaria. ADP, difosfato de adenosina; PDGF, factor de crecimiento
derivado de plaquetas; PF, factor plaquetario; vWF, factor de von Willebrand. Tomado de Hoffbrand'’s
Essential Haematology, 2016.

1.2.3.1. Membrana plaquetaria

La plaqueta estd rodeada por una membrana plasmatica que se extiende a través de multiples
ramificaciones del sistema canalicular conectado a la superficie (SCCS). A nivel de microscopia
electrénica, la membrana plaquetaria tiene un espesor de 20 nm y aparece como una unidad
trilaminar de membrana formada por dos hojas densas separadas por un espacio constante. Al
igual que otras membranas biologicas estd compuesta por proteinas y lipidos, principalmente
fosfolipidos y colesterol. El glicocalix o cubierta plaquetaria esta formado por cadenas de
oligosacaridos provenientes de glicolipidos, glicoproteinas de membrana (GPs) y cadenas de
polisacaridos provenientes de proteoglicanos de membrana. Ademads, proteoglicanos plasmaticos y
proteinas tales como la albumina (Alb) y el Fb forman parte del glicocalix y son incorporados por
adsorcion. La asociacion entre la membrana plaquetaria y los depodsitos de proteinas plasmaticas
constituye la primera linea de interaccion de la plaqueta con su entorno y participa activamente en el
proceso de endocitosis y almacenamiento de proteinas plasmaticas en los granulos de secrecion. El
glicocalix es responsable de la carga negativa en la superficie plaquetaria, que provoca la repulsion
de interacciones “no deseadas” con otros elementos de la pared vascular o de la circulacion
sanguinea (Hoffbrand’s Essential Haematology, 2016).

Las invaginaciones de la membrana plaquetaria (MP) dan origen a un sistema de canales y
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canaliculos que forma una extensa malla dentro del volumen citoplasmatico. En esa superficie
invaginada, el glicocélix estd menos desarrollado; un ejemplo de ello es la minima presencia de la
glicoproteina Ib (GPIb) comparada con la existente sobre la superficie celular. Ademas, las
cadenas glicosiladas de las moléculas descriptas constituyen un bloqueo del SCCS, formando un
filtro que controla la entrada de proteinas plasmaticas (White et al., 2006).

Durante la activacion plaquetaria y 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. Se sabe que las GPs como la
GMP140, que existe s0lo en las membranas de los granulos o, y la GP53 de la membrana de los
lisosomas de las plaquetas en reposo, pasan a expresarse en la superficie. Por lo tanto, la composicion
de la membrana plasmatica depende del estado de activacion de la plaqueta (Hoffbrand’s Essential

Haematology, 2016).

1.2.3.2. Sistema de membrana

1.2.3.2.1. Sistema canalicular abierto

El sistema canalicular abierto (SCA) consta de una serie complicada de conductos que
comienzan como indentaciones de la membrana plasmética y recorren el interior de la plaqueta. Se
sabe que el sistema canalicular abierto es contiguo con el exterior de la plaqueta, a pesar de que sus
elementos puedan aparecer como vesiculas cerradas o vacuolas en las plaquetas analizadas en el
microscopio electrénico. El SCA tiene varias funciones; entre ellas proporciona un mecanismo de
entrada de elementos externos al interior de la plaqueta, pero también representa 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. Sin
embargo, aun hay controversia respecto a la frecuencia relativa con la que tiene lugar la secrecion a
través del sistema canalicular abierto frente a la fusion directa con la membrana plasmatica (Heijnen &
van der Sluijs, 2015).

El SCA también representa un importante depoésito interno de la membrana. La mayor parte de
la membrana del sistema canalicular abierto contribuye probablemente al aumento de la membrana

plasmatica para la formacion de filopodios y también para la expansion plaquetaria después de la
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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 fusién de estas organelas con la
membrana plasmatica. También la membrana del SCA puede servir como un lugar de almacenamiento
para las glucoproteinas de la membrana plasmatica. Por ejemplo, en determinadas situaciones la
activacion plaquetaria por parte de la Tr 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. La plasmina puede producir un fendmeno similar. La activacion de la plaqueta produce un
aumento en la oypPs de superficie, y aunque se piensa que la mayor parte de ella procede de las
membranas de los granulos o, al menos alguna parte puede proceder de los receptores de ayP; en las

membranas de los cuerpos densos y del SCA (Niu et al., 2012).

1.2.3.2.2. Sistema tubular denso

Esta formado por una red de canales cerrados del reticulo endoplasmico residual caracterizado
histoquimicamente por la presencia de actividad peroxidasa. Los canales del sistema tubular denso
(STD) son menos extensos que los del SCA y tienden a agruparse en regiones estrechamente
conectadas con este ultimo. El STD se ha comparado con el reticulo sarcoplasmico del musculo,
debido a que puede secuestrar calcio i6nico a una concentracion de Ca®" en reposo igual a 90 nM y
liberarlo cuando las plaquetas son activadas. La calreticulina, una proteina que se une al calcio,
localizada en el STD, ayuda a secuestrar calcio (Jalal et al., 2012).

La membrana del STD también parece ser 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.

1.2.3.3. Granulos de secrecion
Las plaquetas contienen cuatro tipos de granulos citoplasmaticos, clasificados de acuerdo a su
ultraestructura, densidad y contenido: los granulos o, los granulos densos, los lisosomas y los

peroxisomas, que se describen a continuacion.
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1.2.3.3.1. Granulos a

Los granulos a son los mas prominentes y los que se encuentran en mayor nimero, entre 50 a
80 por plaqueta, aproximadamente. Se forman durante la maduracién temprana de los megacariocitos
y aparecen en la malla trans-Golgi en forma de pequenas vesiculas y de granulos inmaduros que
transitan a través de cuerpos multivesiculares hasta alcanzar su tamafo y densidad definitiva. Los
granulos maduros son generalmente redondos u ovoides, su diametro es de 200 a 500 nm y estan
rodeados por una unidad de membrana. La ultraestructura es muy caracteristica, la matriz puede
dividirse en tres zonas con diferentes densidades. En la zona nucleoide oscura (denominada nucleo
idee), frecuentemente con un area excéntrica de densidad electronica acentuada, se observa co-
localizacion de proteoglicanos con proteinas plaquetarias especificas tales como la B-trombomodulina
y el factor plaquetario cuatro (PF4). La zona clara, localizada en la periferia y en forma opuesta a la
anterior, contiene una a cinco estructuras tubulares de 20 a 25 nm, regularmente espaciadas y
alineadas. En estas estructuras se observa colocalizado el vWF en su forma multimérica de alto peso
molecular. Finalmente, una tercera zona intermedia estd asociada con la marcacion para Fb, TPS-I,
Alb y factores de crecimiento (Hoffbrand’s Essential Haematology, 2016).

El FP4 0 CXCLA4 y la familia de la B-tromboglobulina (B-TG) estan presentes en los granulos o
en concentraciones aproximadamente 20.000 veces superiores que sus concentraciones plasmaticas.
En areas mas electrotransparentes se encuentran los elementos tubulares en los que se localizan
preferentemente el vVWF, la multimerina I (MMRNI1) y el factor V. Los granulos a contienen proteinas
adhesivas, factores de crecimiento, inhibidores de proteasas, proteoglicanos ¢ inmunoglobulinas. Las
proteinas pueden agruparse segin su funcidon en proteinas adhesivas: vWF, fibrinogeno (Fb),
fibronectina (Fn), vitronectina (Vn), trombospondina-1 (TSP-1) y laminina-8, proteinas de
coagulacion: FV/FVa, Factor XI, PS: proteina S, kalicreinas de alto peso molecular (HMWK),
antitrombina y otras proteinas: plasminogeno (PLG), inhibidor del PLG activado (PAI-I), o2-
antiplasmina, inhibidor del factor tisular activado (TAFI) y proteinas relacionadas con la angiogénesis
(FP4) (Chen et al., 2017).

La membrana de los granulos a contiene diferentes receptores moleculares, cuyos sitios de
reconocimiento a ligandos estan orientados hacia su lado interno. Algunos como la P-selectina, la
osteonectina y el GMP33 son receptores especificos y estan ausentes en la membrana plasmatica de la

plaqueta en reposo. En particular, la P-selectina es indicadora de activacion plaquetaria cuando se la
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encuentra expresada en la superficie celular (Furie ef al., 2001).

Se sabe desde hace tiempo que varios receptores estdn presentes en ambas membranas; el
ejemplo mas relevante corresponde al complejo oypPs, otros (CD9, PECAM-1, y GPIV) estan
presentes en porcentajes menores y el complejo GP Ib/IX/V so6lo en trazas. La comprension del rol de
los granulos a en la fisiologia plaquetaria se dilucid6 mediante el estudio del sindrome de la plaqueta
gris, una enfermedad congénita poco frecuente. En estos pacientes las plaquetas contienen granulos o
anormalmente vacios, constituidos por membranas, pero sin contenido soluble. El origen de esta
anomalia se observa en los megacariocitos en los que las proteinas de la matriz granular de origen
endogeno se liberan en grandes cantidades hacia el espacio extracelular contenido en el lumen del
sistema de demarcacion de membrana. Las plaquetas de estos pacientes adquieren un aspecto grisaceo
luego de la tincion de Romanowsky y tienen una agregacion disminuida en presencia de Col y Tr in
vitro. Por lo tanto, estas plaquetas han constituido un modelo util para la comprension de la
participacion de los granulos a en la hemostasia (Nurden et al., 2008).

Con respecto al factor plaquetario 4 (FP4), se sabe que se trata de una quimocina de la familia
CXC que no contiene la secuencia conservada Glu-Leu-Arg (ELR). Se piensa que existe como un
tretdmero FP4 complejado con un proteoglicano como transportador. Después de que el FP4 es
liberado por la plaqueta, se une a moléculas similares a heparina en la superficie de las células
endoteliales, por lo que la administracion de heparina puede movilizar el almacenamiento del factor.
El FP4 también se une a los hepatocitos, que lo captan y lo catabolizan. El FP4 es un quimiotactico
débil para el neutrdfilo y para el fibroblasto; inhibe la angiogénesis probablemente mediante la
inhibicion de la proliferacion de la célula endotelial (Hoffbrand’s Essential Haematology, 2016).

Otra proteina contenida en estos granulos es la multimerina I (MMRNI), constituida por una
familia de homomultimeros unidos por puentes disulfuro, que oscilan en tamafio desde PM: 450 kDa
hasta muchos millones de daltons. Se considera que el multimero es un trimero de una unica unidad de
PM: 167 o 150 kDa, que se sintetiza en los megacariocitos y en las células endoteliales y se almacena
en los granulos a de las plaquetas. La multimerina se une al factor V y al factor Va; todo el factor Va
biologicamente activo estd unido a la multimerina plaquetaria (Hayward, 2004).

También el Fb estd concentrado en los granulos a. Los MCs no parecen sintetizar Fb; en su
lugar, éste es captado del plasma por un proceso que implica al receptor ay,P;. Se sabe que las

moléculas de Fb que contienen secuencias alteradas en la cadena y no son almacenadas en los granulos
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a, incluso cuando las moléculas son heterodimeros (por €j. contienen una cadena y normal y una
anormal), la captacion requiere la union simultdnea de una molécula de Fb a dos receptores diferentes
de oypPs a través de la secuencia carboxiterminal de la cadena y. El factor de vVWF se encuentra,
asimismo, almacenado en los granulos a de plaquetas. Su contribucion al proceso hemostatico se
demostrd debido a que en ciertos estados patoldgicos se correlaciona mejor con los sintomas de
sangrado que el vVWF del plasma. El vWF es elaborado en los megacariocitos y en las células
endoteliales (Hoffbrand’s Essential Haematology, 2016).

La Fn, otra proteina plaquetaria, actia reciprocamente con componentes diversos de la
coagulacion y de la fibrindlisis. Puede unirse al Col, al Fb, a la fibrina, a la heparina, al factor XIIl y a
las plaquetas, entre otras, regulando procesos de importancia en la hemostasia como lo son la adhesion
y agregacion plaquetaria (Lucena, 2007).

Otra proteina en estudio es la Vn, cuyo rol en la trombosis es actualmente polémico. Se han
reportado tanto funciones inhibitorias como de promocién de la trombosis. Para estudiar directamente
la funcion de la Vn en fendmenos tromboticos se realizaron estudios in vitro e in vivo. En ratones con
déficit de Vn se present6 predisposicion a la trombosis, hallindose pocas plaquetas y contenidos bajos
en fibrina, particularmente inestable, alrededor de la lesion, sugiriendo que la Vn tiene como funcion
estabilizar el trombo (Reheman et al., 2005).

La TSP-1 es otra proteina que estd depositada en los granulos a plaquetarios. Aunque algunos
fragmentos y péptidos derivados de la TSP-1 estimulan o inhiben la agregacion plaquetaria, su funcién
fisiologica en plaquetas no estd completamente aclarada hasta el momento. Se ha demostrado
recientemente que la TSP-1 enddgena es necesaria para la agregacion plaquetaria in vitro en presencia
de niveles fisiologicos de 6xido nitrico (NO). EI NO exogeno o la elevacion de cGMP retrasa la
agregacion de plaquetas inducida por Tr en condiciones dindmicas y estaticas, y la TSP-1 exdgena
revierte esta situacion. En plaquetas murinas sin TSP-1 se anula la agregacion plaquetaria en respuesta
a la Tr en presencia de NO exdgeno o de 8Br-cGMP. Por lo tanto, la liberacion de la TSP-1 de los
granulos o durante la activacion plaquetaria proporciona el feedback positivo para promover una
agregacion eficiente, superando la actividad antitrombotica del NO fisioldgico (Isenberg et al., 2008).

El factor V es un cofactor esencial de la coagulacion que circula en plasma y se almacena en
granulos a formando parte del complejo de MMRNI a través de un puente disulfuro y aportando

aproximadamente el 20% del factor V sanguineo. El factor V tiene un tamano variable e incluye
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formas diméricas. El complejo factor V-MMRNI es clivado por la Tr para liberar el factor V: este
mecanismo, por lo tanto, modularia la entrega del factor V a la plaqueta activada (Hayward et al.,
2004).

Se estudio el factor V en cultivos de megacariocitos humanos, detectandose dicho factor y
determinandose por microscopia electronica e inmunofluorescencia que el mismo se incorpora por
endocitosis, almacenandose luego en los granulos o del megacariocito donde generaria el mencionado
complejo (Suehiro et al., 2005).

Se sabe que el factor V plasmatico de los megacariocitos, adquirido por endocitosis, pasaria a
formar parte del factor V del pool plaquetario, debido a que las plaquetas no pueden endocitar el FV.
Posteriormente al proceso endocitico, el factor V derivado de plaquetas seria clivado, transformandose
en un cofactor parcialmente activo, que presentaria resistencia a la fosforilacion catalizada por una
quinasa asociada a plaquetas y, por lo tanto, seria menos susceptible a la proteina C activada. Estos
datos proporcionan el primer hallazgo in vivo de una proteina plasmatica endocitada intracelularmente
que sufre modificaciones que alteran su funcidon, dando como resultado el secuestro del factor
parcialmente activo FVa dentro del compartimiento de las plaquetas, preparado para la accion
inmediata de plaquetas activadas en el sitio de injuria (Gould ef al., 2005).

También se ha demostrado que la endocitosis del factor V se puede producir a través de un
mecanismo dependiente de clatrina, siendo un mecanismo especifico, independiente y probablemente
mediado por receptores. Por otra parte, en otros estudios, se ha descubierto que los megacariocitos
pueden sintetizar factor V (Giampaolo et al., 2005).

El factor XIII, un factor que participa en la fibrinoformacion, estd presente en las plaquetas,
pero difiere del factor XIII plasmatico por tener solo la subunidad a. El factor XIII plaquetario
representa aproximadamente el 50% del factor XIII total en sangre (Hoffbrand’s Essential
Haematology, 2016).

Otra funcién importante en plaquetas deriva de la presencia de factores de crecimiento, tales
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento del endotelio
vascular (FCEV). El PDGF es una molécula dimérica unida por puentes disulfuro (PM: 30 kDa) y
tiene accion mitogénica en el musculo liso. Puede tener un papel en la proliferacion celular normal, asi
como en el desarrollo de aterosclerosis, en el crecimiento tumoral, en la reparacion de heridas y en las

respuestas fibroproliferativas (Qiao et al., 2017).
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El FCEV es una proteina (PM: 45 kDa) que estimula la proliferacion de la célula endotelial y la
angiogénesis. Se considera que esta presente en el citoplasma plaquetario y por lo tanto es una proteina
que seria liberada en el momento de la desintegracion plaquetaria. La plaqueta contiene
concentraciones elevadas de FCEV y puede liberar FCEV después de la estimulacion in vitro y durante
la respuesta hemostatica en el momento de sangrado de una herida. Los megacariocitos expresan
ARNm de las tres isoformas del FCEV. Las plaquetas también pueden liberar proteinas que afectan a
la captacion de lipoproteinas oxidadas de baja densidad de los macrofagos, proporcionando otra
relacion potencial entre la activacion plaquetaria y la aterosclerosis (Tabla 1.I) (Mancuso &
Santagostino, 2017).

Tabla 1.1. Granulos plaquetarios. Tomada de Mancuso & Santagostino, 2017

Granulos Contenido

Granulos o Glicoproteinas adhesivas

P-selectina, fibrinogeno, vWF, fibronectina, trombospondina, vitronectina
Factores de coagulacion

Factor V, proteina S, factor XI, factor XIII, cininégenos, plasminégeno
Factores de crecimiento

PDGF, TGF -, EGF, IGF

Factores angiogénicos

VEGF, inhibidor de PF4

Inhibidores de la proteasa

a2-antiplasmina, PAI-1, o2-antitripsina, o2-macroglobulina, TFPI, inhibidor
de C1

InmunoglobulinasQuimiocinas

CXCL7 (proteina basica plaquetaria / NAP-2), CXCL4 (PF4), CXCLI1,
CXCLS, CCLS (RANTES), CCL3 (MIP - 1a), IL1b, IL8, CD40LProteases,
MMP2, MMP9

Proteoglicanos

Aminas

Granulos densos Serotonina, histamina
Cationes bivalentes
Ca*, M g2+
Nucleotidos

ATP, ADP, GTP, GDP
Polifosfatos

Granulos de lisosoma Proteasas acidas
Glicolhidrolasas

Otros mediadores solubles CxCL7 (MCP3), HMGBI, tromboxano A2,PAF, sCD40L, defensinas, NO

ADP, difosfato de adenosina; ATP, trifosfato de adenosina; EGF, factor de crecimiento epidérmico; GDP, difosfato de guanosina; GTP,
guanosina trifosfato; HMGBI1, agrupamiento de alta movilidad 1; MMP, metaloproteinasa de matriz; NO, mondxido de nitrégeno; PAF,
factor de activacion de plaquetas; PAI - 1, inhibidor-1 del activador del plasmindgeno; PDGF, factor de crecimiento derivado de
plaquetas; TFPI, inhibidor de la via del factor tisular, TGF-B, factor de crecimiento transformador ; VEGF, factor de crecimiento
endotelial vascular; vVWF, factor de von Willebrand; CxCL7, marcador del linaje megacariocitico; TxA,, tromboxano A2; sCD40L,
ligando CDA40 soluble.
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1.2.3.3.2. Granulos densos (cuerpos densos)

Los granulos densos reciben este nombre por su natural opacidad en las tinciones con tetroxido
de osmio y por su capacidad de ser visibles al microscopio electroénico en preparaciones no tefiidas. Se
visualizan entre 3 y 8 granulos densos por plaqueta, con un didmetro aproximado de 20 a 30 nm y
presentan un cuerpo central denso rodeado por un halo claro. Se han desarrollado, a fines del siglo XX,
dos técnicas citométricas de observacion al microscopio electronico, una basada en la opacidad
producida por el contenido de serotonina y la otra usando acetato de uranilo para marcar el contenido
de ADP y ATP vy visualizar las membranas de los granulos. Los granulos densos también pueden
observarse por microscopia Optica de fluorescencia o por citometria de flujo utilizando la
incorporacion de cristales fluorescentes derivados de la quinidina, como la mepacrina (Ambrosio et
al.,2012; Tapia Cadena, 2012).

Son organelas de almacenaje de serotonina (un potente vasoconstrictor, que en un 90% de su
concentracion circulante se encuentra unido a plaquetas), de cationes divalentes como Ca*" y Mg™ y
de un pool no metabdlico de ADP y ATP, donde los niveles de adenosina 5’-difosfato (ADP) y la
adenosina 5’-trifosfato (ATP) estan altamente concentrados en los cuerpos densos (ATP: ADP= 2:3),
contrariamente a sus concentraciones relativas en el citoplasma (ATP:ADP = 8:1). 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. 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, o33 y GPIb/IX. La
liberacion del contenido de los granulos densos 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. EI 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 (Tabla 1.1.) (Mancuso & Santagostino, 2017).

1.2.3.3.3. Lisosomas

Son granulos pequefios con un didmetro inferior a 300 nm, poseen una estructura homogénea y

se encuentran en numero reducido. Las plaquetas tienen granulos lisosomales que contienen las
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hidrolasas acidas tipicas de estas organelas. Entre las enzimas que se piensa se originan en estos
granulos se encuentran: B-glucuronidasa, catepsinas, aril sulfatasa, B-hexosaminidasa, -galactosidasa,
endoglucosidasa (heparitinasa), B-glicerofosfatasa, elastasa y colagenasa. La funcion de las enzimas
lisosomales durante la activacion plaquetaria esta dada por sus interacciones con la pared vascular y
por la digestion de los componentes de la matriz subendotelial. Dentro de la plaqueta cumplen una
funcién autofagica eliminando fragmentos citoplasmaticos. Las glicoproteinas de las membranas
lisosomales (p.ej. CD63, LAMP-1 y LAMP-3) han sido identificadas, y su presencia en la membrana
plasmatica sirve como un marcador de la reaccion de secrecion plaquetaria producida por estimulos

fuertes como la Tr (Tabla 1.I) (Mancuso & Santagostino, 2017).

1.2.3.3.4. Peroxisomas

Ademés de los tres tipos de granulos descriptos, mediante técnicas citoquimicas se han
observado actividades de peroxidasa y catalasa, lo que posiblemente indica la existencia de pequefios
granulos similares a los peroxisomas descriptos en otros tipos celulares. Los peroxisomas son
organelas muy pequefas presentes en las plaquetas. Se considera que contribuyen al metabolismo de
los lipidos, especialmente en la sintesis del plasmalogén, y pueden participar en la sintesis del factor de
activacion plaquetario (PAF). Contienen acil-CoA: dihidroxicetona fosfato aciltransferasa, que cataliza

el primer paso en la sintesis de fosfolipidos. (Tabla 1.I) (Mancuso & Santagostino, 2017).

1.2.3.4. Citoesqueleto. Proteinas motoras

El citoplasma esta organizado espacialmente por una malla de proteinas estructurales llamada
en su conjunto citoesqueleto, que estd compuesta principalmente por tubulina y polimeros de actina.
Cumple una funcién dual, tanto estatica como dindmica. Las plaquetas no estimuladas, circulan en
forma discoidea y cambian a esféricas cuando son activadas, lo que permite asegurar una funcién
hemostatica correcta. El citoesqueleto estd formado por dos estructuras: un conjunto de microtibulos
cercano a la membrana y una malla densa de filamentos de actina. Se sabe que los microtiibulos estan
compuestos por moléculas de tubulina, que son heterodimeros relacionados a dos polipéptidos
globulares, la a y B tubulina, y estan asociados con proteinas motoras, tales como quinesina y dineina.

La funcién de los microtibulos esta comprometida con el mantenimiento de la forma discoidea de las
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plaquetas en reposo. Durante el cambio de forma, los microtiubulos se contraen y centralizan las
organelas de secrecion en la cercania del sistema canalicular. En paralelo, fragmentos de microtiibulos
aparecen en la periferia celular formando seudopodos (Cerecedo et al., 2010).

La malla de actina puede ser subdividida en dos componentes: el esqueleto submembranoso y
los filamentos citoplasmaticos. Se encuentran debajo de la membrana plaquetaria o rodeando la banda
de microtubulos. Su funcién estd relacionada con los cambios de forma de la plaqueta, el
reordenamiento de complejos de GPs (Ib IX V) y la formaciéon de seuddépodos. La actina es el mayor
componente del citoesqueleto y representa el 20% del contenido proteico plaquetario. Se distribuye en
dos formas, la primera son mondmeros globulares de actina (G-actina) y la segunda estd formada por
filamentos de actina (F- actina). Varias proteinas, GPs y GPs de trans-membranas [filamina A (ABP-
280), talina (Ta), K- actina, miosina I y II] estdn asociadas a la malla citoplasmatica de actina. Estas
proteinas tienen como funcidn la estabilizacion del esqueleto cuando las plaquetas estan en reposo y
favorecen el entrecruzamiento de las proteinas de membrana con la malla de actina cuando se activan

(Dasgupta et al., 2016).

1.2.4. Fisiologia y bioquimica plaquetaria
1.2.4.1. Activacion plaquetaria

La activacion plaquetaria desempefia un papel importante en la hemostasia y la trombosis, y ha
sido el blanco de intensivas investigaciones durante muchos afios.

Recientemente, Estevez & Du (2017), han descripto cuatro redes de sefializacion plaquetaria, lo
cual provoca que algunos conceptos establecidos desde hace muchos afios sean desafiados. Se sabe
desde hace mucho tiempo que la activacion plaquetaria es inducida por Col o agonistas plaquetarios
que se unen a los receptores acoplados a la proteina G, principlamente aypP3;, conduciendo a la
activacion de la adhesion y agregacion plaquetaria. Sin embargo, actualmente se ha descubierto que
varios receptores de adhesion plaquetaria, que eran considerados como pasivos, son cada vez mas
importantes en mediar la amplificacion de las sefiales de activacion plaquetaria. De manera tal que,
varios investigadores han encontrado que un gran numero de pares ligando-receptor que participaban
en la mediacién inmune o inflamatoria, participan en la activacion plaquetaria, acoplando de esta
manera la respuesta inflamatoria con la trombosis. También se ha demostrado que la via cGMP-NO

jugaria un rol bifasico en la activacion plaquetaria y a su vez es importante en la activacion inducida

23



Introduccion

por varias vias de sefializacion de receptores. Por lo tanto, en base a estos nuevos hallazgos se plantea
dividir la activacion plaquetaria en 4 fases: 1) Sefalizacion divergente temprana del receptor inducida
por agonistas plaquetarios solubles clasicos, asi como también por la adhesion de ligandos del receptor
y estimulos inflamatorios; 2) convergencia de las vias de sefializacion tempranas por intermediarios
comunes y amplificacion de redes de sefiales; 3) sefializacion desde adentro hacia afuera que conduce
a la activacion del receptor de adhesion plaquetaria principal, la integrina oypPs, que media la
adherencia estable de plaquetas y la agregacion; y 4) la participacion de la integrina a3 que

amplifica en gran medida la activacion plaquetaria y el tamafio del trombo (Estevez & Du, 2017).

1.2.4.1.1. Agonistas plaquetarios y sus receptores

1.2.4.1.1.1. Introduccion

Los receptores plaquetarios cumplen un rol fundamental en la formacién del codgulo
plaquetario. Se ha descripto que el coagulo se produce en tres pasos: iniciacion, extension y
perpetuacion. La activacion de los sitios de union a ligandos en la o3 es producida por distintos
mecanismos de sefializacion que se inician por la unidon de agonistas a las proteinas G constituidas por
siete segmentos transmembrana (STRs). Muchos de estos agonistas provienen del contenido
plaquetario: la serotonina, que estimula la plaqueta a través de un receptor de tipo 5-HT-2; el
tromboxano A2 (TxA;), producto de la metabolizacion del acido araquiddnico (AA) que se une a un
receptor especifico de tromboxano (TP-1,-2) y el ADP liberado de los granulos densos que se une
principalmente a dos receptores de tipos P2Y1 y P2Y12 (Jin et al., 2002).

Otros agonistas posibles son hormonas liberadas por otros tejidos, incluyendo la epinefrina, que
se une a receptores plaquetarios adrenérgicos de tipo a2, y la vasopresina proveniente de la hipofisis.
La Tr, agonista plaquetario fuerte, cliva a su receptor STR (Receptor Activador de Proteasas, PAR 1,4)
formando un nuevo péptido N-terminal que se unirda a la porcion C-terminal de dicho receptor

(Coughlin, 2000).

1.2.4.1.1.2. Clasificacion
1.2.4.1.1.2.1. Familia de las integrinas

Las integrinas son una familia de GPs de membrana implicadas en interacciones célula-matriz
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o célula-célula. Son heterodimeros constituidos por dos subunidades, a y B, siendo el lugar de
reconocimiento al ligando, para la mayoria de los receptores, el tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD). Este
grupo incluye cinco receptores de membrana plaquetaria: GP IIb/Illa (oyPs), GP la/Ila (anB;), GP
Ic/la (asB;), GP Ic'/lla (agP) y el receptor de la vitronectina (ayf). A continuacion, describiremos cada

uno de ellos detalladamente.

1.2.4.1.1.2.1.1. GPIIb/IIIa (0oypP3)

El complejo GPIIbllla (aipf3) es el principal receptor en la agregacion plaquetaria, su
principal funcion es la de unir Fb y, en condiciones de elevada tension de cizallamiento,
el vWF. Este complejo se encuentra homogéneamente distribuido sobre la superficie y en la
membrana del SCCS. Estudios realizados por inmunomarcaciéon han demostrado la presencia de
depositos internos ubicados en la membrana externa de los granulos a que representan una cantidad
mayor al 30% de oyP3. Se ha demostrado que la funcidon mas importante de este pool interno es la
incorporacion y almacenamiento del Fb plasmatico en los granulos a (Ma et al., 2006).

El complejo ap,P; es la integrina mas abundante y se encuentra en forma de heterodimeros,
dependientes de calcio. Su funcién principal es la de receptor para el Fb, mediando la agregacion
plaquetaria. Las plaquetas normales contienen alrededor de 50.000 complejos oypP3 en la membrana
plasmatica; no obstante, otros de estos complejos estan presentes en las membranas del SCA y de los
granulos a, y pueden expresarse en la superficie, después de la activacion de las plaquetas. El
complejo oypP3 actlia como receptor para otras proteinas adhesivas, ademas del Fb, tales como la Fn, el
vWF y la Vn. 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. Por lo tanto, luego de la activacion hay un
incremento del nimero 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
unién (Coller et al., 2015).

El reconocimiento de los ligandos por el heterodimero implica la secuencia RGD y requiere
Ca* y Mg*". La uni6n al Fb 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
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tirosinas, intercambio de Na'/H', aglomeracion de proteinas del citoesqueleto y entrada de calcio a
través de la membrana. Por lo tanto, se ha hallado que la o3 presenta una sefalizacion bidireccional,
sucediendo en primer lugar la sefializacion que proviene de la union de la integrina con el ligando
extracelular, desencadenando la sefalizacion hacia adentro de la célula, denominada en inglés:
outside-in, teniendo como primer consecuencia importante, la activacion de las proteinas quinasas c-
Src y c-Src mediada por la inhibicion de la pequena guanosin trifosfatasa (GTPasa) Rho A (Flevaris et
al., 2007).

La escision subsiguiente del sitio de union de c-Src en B3 por la calpaina, permite la activacion
de Rho A que estimula la retraccion celular, permitiendo la retraccion del coagulo, uniendo la red de
fibrina extracelular al aparato contractil intracelular (Flevaris et al., 2007; Flevaris et al., 2009).

Por lo tanto, la presencia de oypP; es imprescindible para que haya agregacion plaquetaria y
hemostasia normal. Este hecho se evidencia en la enfermedad hemorragica congénita designada por
trombastenia de Glanzmann determinada por la falta de este complejo funcional (Poon et al., 2016).

Por otro lado, se sabe que la molécula de adhesion endotelio-plaqueta (PECAM-1) y el CD9
son componentes del plasma, de las membranas del SCA y en menor proporcidn de la superficie de los
granulos a. Se sabe que el CD9 esta formado por una proteina relacionada con el complejo oypP3 en los
procesos de activacion, actia como receptor para Fn y podria estar comprometida en la funcionalidad
del receptor para factores de crecimiento. Por otro lado, el PECAM-1 es una molécula de adhesion
asociada con el citoesqueleto de las plaquetas activadas y también se expresa en las células
endoteliales. Su accion se basa en la inhibicion de la respuesta plaquetaria a la Tr y al vWF mediante
la regulacion de la internalizaciéon de la glicoproteina Ib, via Akt/glucdégeno sintasa quinasa-3/

dinamina e integrina allyf;. (Fig. 1.20) (Monteiro ef al, 2001; Jones et al., 2014).
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Figura 1.20. Esquema de la
estructura de las
principales glicoproteinas y
receptores de la membrana
plaquetaria. Se muestran las
subunidades que forman las
glicoproteinas: GPIIb/1l1a
(allpBs), GP Ia/lla (0,B;), GP
Ic/Ma (asBy), GP Ic'/Ila (agB)
y el receptor de la
vitronectina (o). Tomado

de Monteiro et al, 2001.

1.2.4.1.1.2.1.2. GPIa/lla (e2p1)

El complejo GPla/lla (02f1) es el receptor para el Col, corresponde al heterodimero o,3; y esta
presente en la plaqueta en un nimero aproximado de 2.000 moléculas por célula. Este receptor
funciona en el proceso de adhesion a la MEC, y también estd implicado en la agregacion de las
plaquetas inducida por el Col. La unién al Col depende de Mg®" y Mn”". Los nuevos inhibidores de la
integrina a2f1 revelan que la unidén de la integrina al Col bajo condiciones de esfuerzo cortante no
requiere la preactivacion del receptor (Nissinen et al., 2012).

Otra forma del complejo o,P; estd presente sobre la superficie en muy baja concentracion
(aproximadamente 100 copias por plaqueta) y une proteinas adhesivas tales como Fb, Fn y vWF (Fig.

1.20) (Monteiro et al, 2001).

1.2.4.1.1.2.1.3. GPI¢/IIa, GPIc'/I1a y el receptor de vitronectina (Vn)

GPIc/Ila, GIc'/Ila y el receptor de Vn, corresponden a las integrinas minoritarias de la
membrana plaquetaria asB;, asB; y avPs. El asP; es el receptor de Fn; el agB; es el receptor de Vn,
vWEF, Fn, Fb, TSP y el ayps es el receptor de laminina (Fig. 1.20) (Monteiro et al., 2001; Wachowicz
etal., 2016).
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1.2.4.1.1.2.2. Glicoproteinas ricas en leucina

Pertenecen a esta familia proteinas con funciones muy diversas, que tienen en comun la
presencia de un ntimero variado de copias de un segmento, con una secuencia de 24 residuos de
aminoacidos rica en leucina (LRG). En este grupo esta incluido el complejo GPIb/IX/V de la

membrana plaquetaria.

GPIb/IX/V. Se sabe que el receptor de adhesion formado por un complejo de tres glicoproteinas
(GPIb, GPIX y GPV) es el receptor de unién de la superficie plaquetaria al subendotelio,
interactuando principalmente con el Col, mediante el vVWF y la Tr.

El vVWF es una proteina multimérica constituyente de la matriz subendotelial, que esta
presente en los granulos a 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). Se sabe que 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. La
conexion del complejo con la malla de actina se produce a través de una proteina de union a actina
(ABP) y es particularmente importante en la modulacion del mecanismo de adhesion.
Actualmente se ha descubierto que la actividad de Syk es indispensable para la sefializacion
plaquetaria GPIb/IX/V (Badolia et al., 2017).

El complejo GPIb/IX/V es considerado el mas importante de los receptores implicados en
la translocacion del citoesqueleto dependiente de la activacidon de moléculas de sefalizacion,
produciendo la adhesion y agregacion plaquetaria. La inmunomarcacion de los tres componentes
de este complejo indica su presencia sobre toda la superficie de las plaquetas en reposo,
ocasionalmente en el SCA y existe entre un 5 a 10% del total de marcacidon inmunocolocalizado con
el vWF en las membranas granulares; a su vez, se ha dilucidado la estructura cristalografica y

aminoacidica del complejo y sus ligandos (Huizinga et al., 2002; Munday et al., 2010) (Fig. 1.21).
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Figura 1.21 Estructuras del dominio de unién del
VWF con la GPIba y el complejo de unién de la
GPIba con el dominio A1 del vWF. (A) Representacion
de la estructura de la Gplba. La horquilla NH2-terminal
B llamada dedo, es de color azul; las ocho repeticiones
ricas en leucina son verdes. La region flanqueante
COOH-terminal es de color rojo y contiene un bucle
(loop) desordenado (residuos 227 to 241) llamado B
interruptor (switch). Los puentes dsulfuro se indican
como una representacion de palo-pelota amarillo. (B)
Vista stereo de una representacion en cinta de la Gplba-
complejo Al. La Gplb o se muestra en verde y Al en
azul, las mutaciones de la Gplba, M239V y de Al,
R543Q en rojo y el puente disulfuro en Al amarillo. El
switch B de la Gplba adopta una estructura de horquilla
que se alinea con la hoja B central de Al. Las
abreviaciones de una sola letra para los residuos de
aminodcidos son: A, Ala; C, Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe;
G, Gly; H, His; L, lle; K, Lys; L, Leu; M, Met; N, Asn; P,
Pro; Q, GIn; R, Arg; S,Ser;T,Thr;V,Val,W,Trp y
Y, Tyr.(C) Representacion en stereo de los residuos de la
interface A1-Gplba, excluyendo los residuos ubicados
en el switch de la Gplba y la hebra B3 de Al. Los
residuos involucrados en los contactos intermoleculares
mas cortos, de 4.0 A se representan como palos; forman
dos sitios de contacto apretado separados por un area de
interacciones solvatadas. Lys549, TrpS50 y Arg571 de
Al que se ponen en contacto con el dedo y la primera
repeticion rica en leucina de Gplba esta desordenada,
mostrando una reduccion de la densidad de electrones
para sus cadenas laterales. (D) La vista en stereo
muestra de cerca el switch B y la interaccion con la hebra
B3 de Al. Los enlaces de hidrogeno de la cadena
principal se muestran con lineas de puntos. Los
aminoacidos que tienen implicancia en mutaciones
relacionadas con la enfermedad de von Willebrand y que
es probable que induzcan la formacion de la horquilla en
el switch B de la Gplba, estan etiquetados de color rojo.
Tomado de Huizinga et al., 2002.
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Cuando el receptor GPIb/IX/V funciona unido a la Tr, participa en la propagacion de la
respuesta a este importante agonista en la activacidon y agregacion plaquetaria. Se estima que el
nimero de moléculas de este complejo se aproxima a 25.000/plaqueta, siendo la segunda glicoproteina
mas abundante de la MP. La GPIb es la principal sialoglicoproteina de la MP y, como tal, es
responsable en gran medida de la carga negativa de las plaquetas y de su comportamiento
electroforético. Aproximadamente el 70% de la GPIb total de la membrana est4 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 funciéon de uniéon del vWF. En las plaquetas en reposo el complejo estd unido al
citoesqueleto y su exposicion en la superficie disminuye. 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 activacion plaquetaria. Al contrario, existen evidencias de que la
fosforilacion de la serina 166 en el dominio citoplasmatico de la GPIbB puede ser, en parte,
responsable del mantenimiento de la plaqueta en estado de reposo. 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

(Rivera et al., 2000).

1.2.4.1.1.2.3. Otros receptores

La GPIV (CD36) es una glicoproteina mayoritaria de la MP y funciona como receptor de Col II
y de TPS, participando en la transduccion de sefiales. Existen alrededor de 23.000 moléculas de GPIV
por plaqueta, encontrandose la mayor parte de éstas en la MP de la plaqueta en reposo. Se sabe que se
encuentra también en la membrana de los granulos o y que aumenta su expresion en la superficie
después de la estimulacion plaquetaria con Tr. Por microscopia electronica se ha detectado GPIV sobre
la superficie plaquetaria, en el SCA y en la membrana de los granulos a. La GPIV esta involucrada en
las propiedades de adhesion y agregacion plaquetaria. Actualmente se ha ampliado el panel de
receptores plaquetarios, y se han estudiado sus funciones (Mancuso & Santagostino, 2017) (Tabla

1.I).
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Tabla 1.I1. Principales receptores plaquetarios y sus funciones. Tomado de Mancuso & Santagostino, 2017

Receptores

Funciones

Receptores tipo Toll: TLR1-4, TLR6-7, TLR9

Involucrados en la inmunidad innata, son receptores de patdogenos y
unen lipidos, lipoproteinas, proteinas y acidos nucleicos. TLR4 se
une al lipopolisacarido bacteriano, iniciando 1la defensa
antimicrobiana del huésped y activa neutréfilos, induciendo la
formacion de NET; TLR2 se requiere en la formacion de agregados
de plaqueta-neutréfilo que mejoran la fagocitosis de patogenos; la
estimulacion de TLR7 media la formacion de grandes agregados de
plaqueta-neutrofilo; TLR9 reconoce los motivos de ADN no
metilado (motivos CpG) encontrados en bacterias, parasitos y virus.

Receptores del complemento: Clq, C3aR, C5aR1

Baja expresion en las plaquetas en reposo, aumento de la expresion
luego de la activacion plaquetaria. Union de anafilatoxinas C3a y
CS5a, aumento de la permeabilidad vascular y promocion de
quimiotaxis. Regulacion positiva tras la activacion.

Receptores de quimioquinas: CCR1, CCR3, CCR4, CXCR4

Unidn a quimiocinas.

Receptores para inmunoglobulina: FeyRIla (CD32a)

Se une a complejos inmunitarios de componentes bacterianos o
virales y células o patogenos que opsonizaron Ig, induciendo
activacion plaquetaria, secrecion y agregacion. Tiene baja afinidad
por las moléculas monoméricas individuales de IgG y alta avidez
para los inmunocomplejos que contienen IgG.

Moléculas de adhesion: P-selectina (CD62P)

Movilizada rapidamente desde los granulos o hasta la superficie
plaquetaria, media la adhesion a las células que expresan PSGLI,
tales como leucocitos, células endoteliales y otras plaquetas.

Integrinas (a5B1 o VLAS; a6p1 o VLAG6; a2B1 o VLA2 o GPla/lla
0 CD49b; B3 0 GPIIb/IIIa)

Proteinas transmembrana heterodiméricas que median interacciones
con proteinas de la matriz extracelular, tales como fibronectina,
laminina, fibrindgeno y colageno, y moléculas de adhesion sobre
otras células, tales como ICAMs y JAMs sobre leucocitos y
endotelio. GPIIb/IIla se une a Mac-1 (CD11b/CD18) en leucocitos a
través de puentes de fibrindgeno.

Superfamilia Ig: moléculas de adhesion celular ICAM-2, JAM-A/C,
PECAM-1

Ligandos para integrinas y moléculas de adhesion en otras células.

Complejo de glicoproteina 1b-1X-V

Media el contacto inicial de las plaquetas con el subendotelio
expuesto mediante unién a vWF.

Glicoproteina V1

Media la union de las plaquetas al colageno.

CD40L

Aumenta la expresion de E-selectina, ICAM-1, VCAM-1 y la
secrecion de quimiocinas por células endoteliales. Estimula la
diferenciacion de células B y el cambio de clases de anticuerpos.

Receptores activados por proteasa: PAR1 y PAR4

Activados por la union de Tr, desencadenan la sefalizacion
intracelular a través de proteinas heterotriméricas G.

Receptores de ADP: P2Y1 yP2Y12

Activado por la unién de ADP, desencadena la sefalizacion
intracelular a través de proteinas G.

El receptor de tromboxano A2 (TP)

Une el tromboxano A2 que induce activacion plaquetaria.

Siglec-7 Su compromiso por su ligando especifico GD2 ganglidsido conduce
a la apoptosis plaquetaria evitando las excesivas respuestas inmunes
e inflamatorias.

MHC de clase 1 Induce efecto inmunosupresor sobre las células T CD8 +

ICAM, molécula de adhesion intercelular; Ig, inmunoglobulina; JAM, molécula de adhesion funcional, MHC, complejo mayor de
histocompatibilidad; NETs, trampas extracelulares de neutr6filos; PECAM, molécula de adhesion endotelio-plaqueta; VLA, antigeno

muy tardio; vWF, factor de von Willebrand.
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Los mediadores liberados de los granulos plaquetarios, especialmente las proteinas adhesivas,
factores de crecimiento, quimiocinas importantes en la hemostasia, pueden estar implicadas junto con
las MPs en la progresion del proceso inflamatorio y facilita la participacion de las plaquetas en las
enfermedades inflamatorias cronicas agudas (Morrell ef al., 2014).

Ademas, la expresion de diversos y numerosos receptores de membrana (Tabla 1.1II), tanto
constitutiva como dependiente de la activacion (P-selectina, PSGL-1, CD40, el complejo GPIb/IX/V y
la integrina apP33) intervienen en la adhesion y agregacion de las plaquetas, no sélo en la hemostasia y

la trombosis, sino también en la inflamacién (Wachowicz et. al., 2016).

Tabla 1.IIL. Glicoproteinas de la superficie plaquetaria (GPs) y sus agonistas. Tomado de Wachowicz et. al.,
2016. Fibrindgeno, Fb; Factor de von Willebrand, vWF; Fibronectina, Fn; Vitronectina, Vn; Trombina, Tr;

Colageno, Col; Trombospondina, TSP.

L . Principales glicoproteinas de la superficie plaquetaria (GP’s). Receptores

Clsicos D INTEGRINAS LIGANDOS

GP IIb/1lla CD41b o3 Fb, vWF, Fn, Vn

GP Ib-IX | CD42ab,c vWF, Tr

GP Ia-Ila CD49% 0233 Col

GP Ic-Ila CD49¢ asSpl Fn

GP Ic’-Ila CD49f a6p1 Vn, vWF, Fn, Fb, TSP
Vitronectina CD31 ayP3 Laminina

PECAM-1 CD31 a Interaccion con el endotelio
P-selectina CD62P a Interaccion con leucocitos

La Tr y el PAF generados en el sitio inflamatorio estimulan la secrecion plaquetaria en cuestion
de min a seg in vitro. Ademas, las plaquetas pueden liberar muchos factores después de la agregacion
intercelular heterotipica o la adherencia a leucocitos. Las moléculas de senalizacion inflamatorias mas
potentes secretadas por plaquetas son las quimiocinas (Tabla 1.IV): el endotelio inflamado se une a

RANTES (CCL5), CXCLS5, CCL3 y PF4 (CXCLA) (Wachowicz et. al., 2016).
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Tabla 1.IV. Quimocinas plaquetarias y sus receptores. Tomado de Wachowicz et. al., 2016.

Quimiocipas Nomt’)re Receptor(s) Receptores quimiocina
plaquetarias comun plaquetarios
CXPetri dishesCL1 | GRO-a | CXCR2>CXCRI1 CCRI1
CXCR3B,
CXCL4 PF4 GAG CCR3
CXCLA4L1 PF4alt desconocido CCR4
CXCL5 ENA-78 CXCR2 CXCR4
CXCL7 NAP-2 | CXCR2>CXCRI CX3CRI
CXCLS IL-8 CXCR1, CXCR2
CXCLI12 SDF-la CXCR4
CCL2 MCP-1 CCR2 Las que son controvertidas
CCL3 MIP-1 CCR1,2,3 no se muestran
CCL5 RANTES | CCR1,2,34.,5
CCL17 TARC CCR4, CCRS

La P-selectina translocada de los granulos o a la membrana de la superficie de las plaquetas
durante la activacion interactia con células endoteliales, monocitos, neutréfilos y linfocitos, a través
de PSGL-1 (P-selectina glicoproteina-1) que se expresa en las células inmunes (Thomas & Storey,
2015). Por otro lado, las plaquetas ejercen influencia sobre la inflamacion por la liberacion de factores
pro-inflamatorios e inmunomoduladores. Una amplia gama de quimiocinas incluyendo CXCLI,
CXCLA4, CXCL5 (ENA-78, proteina activadora de neutrofilos epiteliales 78), CXCL7 (PBP, B - TG,
CTAP - III, NAP - 2), CXCLS8 (IL - 8), CXCL12, CCL2, CCL3 (MIP-1/0, proteina inflamatoria de
macrofago-1a), CCLS (RANTES) (Tabla 1.IV), se almacenan en los granulos a plaquetarios. Entre
estas quimiocinas, CXCL4 y CXCL7 son las més abundantes. La quimiocina plaquetaria CXCL7 se
puede escindir para generar cuatro quimiocinas distintas tales como la proteina basica plaquetaria
(PBP), CTAP-III, B-tromboglobulina y NAP-2 con actividad quimiotactica. Los granulos a
plaquetarios contienen diferentes proteinas proangiogénicas y antiangiogénicas (angiopoyetina,
CXCL12 y MMPs (MMP-1, -2, y 9). Hay numerosos factores de crecimiento tales como PDGF, FGF,
VEGF, EGF, HGF e IGF que son liberados de los granulos a. A su vez, las plaquetas son la principal
fuente de CD40L (CD154). La CD40L es una glicoproteina de membrana de tipo II de la familia de
TNF encontrados en células T, células B y plaquetas. La forma soluble (sCD40L) se libera de las
plaquetas activadas, liberan aproximadamente el 95% de todos los sCD40L encontrados en plasma
(Wachowicz et. al., 2016).

Por ejemplo, se ha encontrado un aumento del nimero de plaquetas activadas en el virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH), por lo que se propone que la disminucién de plaquetas

predeciria las lesiones cerebrales y el mayor riesgo a desarrollar desérdenes neurocognitivos asociados
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al VIH (HAND), lo que sugiere que el aumento del consumo puede ser la consecuencia de la
activacion plaquetaria aberrante durante la infeccion. Consistentemente con esto, fue demostrado
previamente un aumento de sCD40L tanto en plasma como en liquido cefalorraquideo (LCR) de
infectados por el VIH con deterioro cognitivo, comparado con las personas infectadas por el VIH, no
afectadas cognitivamente. A su vez, se ha demostrado actualmente en un modelo in vitro de la barrera
hematoencefalica (BBB) que al tratar el endotelio microvascular (BMVECs) con sCD40L se produce
una regulacion positiva de la adhesion de moléculas, que conduciria a un aumento en la adhesion de
monocitos a estas células. Por lo tanto, se comprueba la hipdtesis de que la acumulacion de sCD40L en
los pacientes con HAND podria estar contribuyendo a la permeabilidad aumentada de BBB,
proporcionando asi a los leucocitos pro-inflamatorios una puerta de entrada hacia el SNC.
Consistentemente con este hallazgo, se cree que una mayor infiltracion de los leucocitos activados al
SNC seria uno de los mayores factores de riesgo que contribuyen a la progresion de HAND, debido al
desarrollo de un proceso pro-inflamatorio, progresivamente neurotdoxico. En consecuencia, se puede
concluir que el exceso de SCD40L contribuye a la permeabilidad de la barrera hematoencetalica
(BBB) y se cree que regula la permeabilidad en los trastornos inflamatorios del SNC (Wachowicz et.

al., 2016).

1.2.4.1.2. Mecanismos de activacion: vias de transduccion de sefiales

En la circulacion, las plaquetas se mantienen en estado de reposo por el NO y la prostaciclina
(prostaglandina I,, PGI,), que son liberados por el endotelio vascular, los cuales aumentan los niveles
de cGMP y cAMP, suprimiendo la actividad plaquetaria mediante la activacion de la proteina quinasa
A (PKA) y la proteina quinasa G (PKG). Después de la lesion del vaso, los componentes de la matriz
subendotelial quedan expuestos, incluyendo el Col, que proporciona una superficie adhesiva para que
las plaquetas se adhieran e inicien los eventos de sefializacion y activacion plaquetaria. La produccion
local de Tr y la secrecion de mediadores secundarios también contribuyen a la iniciacion de la
activacion plaquetaria. Se activan componentes clave de las vias de sefalizacion de plaquetas,
incluyendo fosfolipasa C (PLC), proteina quinasa C (PKC) y fosfatidilinositida-3-quinasa (P1;K),
apoyando la activacion plaquetaria sostenida y la formacion de trombos a través de la iniciacion de
reordenamientos del citoesqueleto, secrecion de granulos y activacion de la integrina aypPs (Bye et. al.,

2016).
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Para limitar el crecimiento y prevenir la formacion de trombos, actualmente se ha comprobado
que las plaquetas contienen mecanismos autorreguladores de retroalimentacion negativa que
contrarrestan la sefalizacion positiva. Estos reguladores negativos incluyen el motivo inhibitorio
dentro del inmunorreceptor de tirosina (ITIM), la molécula de adhesion selectiva de células
endoteliales (ESAM), que regula negativamente la actividad de la integrina o33, las fosfatasas que
contrarrestan la sefalizacion positiva dependiente de la fosforilacion y la desensibilizacion del
receptor, que reduce la respuesta de las plaquetas a la sefializacion mediadora secundaria por el

tromboxano A, (TxA;) (Coxon et al., 2017; Bye et. al., 2016) (Fig.1.22).
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Figura 1.22. Mediadores de la activacién plaquetaria. El CLEC-2, receptor de lectina de tipo C2;
GPVI, glicoproteina VI (receptor del colageno); GPIb-IX-V, glicoproteina Ib-IX-V (receptor del factor
de von Willebrand); PAR, receptor activado por proteasa; receptores P2Y1/P2Y12, ADP; TP, receptor
de tromboxano A2; allbP3, receptor para Fb; a,A, receptor adrenérgico. Tomado de Bye et. al., 2016.

La fosfolipasa C (PLC), la proteina quinasa C (PKC) y la fosfatidilinositida-3-quinasa (PI;K)
son mediadores clave de la activacion plaquetaria. Estos nodos de sefalizacion subyacen a varios
procesos claves necesarios para la activacion plaquetaria, incluyendo secrecion de mediadores
secundarios y la activacion de la integrina oypPs, facilitando la fijacion de Fb y la agregacion

plaquetaria, ademas del reordenamiento del citoesqueleto, que permite el cambio de forma de las
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plaquetas y la extension (Fig. 1.22 y 1.23) (Bye et. al., 2016).
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Figura 1.23. Seializacién plaquetaria. CALDAG-GEFI, factor de intercambio Rapl guanina
nucleétido  dependiente de Ca*; CEACAM-1/2, molécula de adhesion celular antigeno
carcinoembrionario-1/2; CLEC-2, receptor de lectina de tipo C-2; ESAM, molécula de adhesion
selectiva de células endoteliales; GP, glicoproteina; IP, receptor de prostaglandina; IP;R, receptor de
inositol trisfosfato; ITIM, motivo inhibitorio dentro del inmunorreceptor de tirosina; JAM-A, molécula
de adhesion funcional A; LAT, enlazador de células T activadas; PAR, receptor activado por proteasa;
PECAM-1, molécula de adhesion de células endoteliales plaquetarias-1; PIRB, receptor B similar a
inmunoglobulina; PKA, proteina quinasa A; PKG, proteina quinasa G; PLA2, fosfolipasa A2; SGC,
guanil ciclasa soluble; TULA2, ligando-2 ubiquitina de células T; TxA,, tromboxano A,; VASP,
fosfoproteina estimulada por vasodilatadores; a,A, receptor adrenérgico. Tomado de Bye et. al., 2016.

Los modelos de sefializacion plaquetaria describen con frecuencia rutas de sefializacion
activadas por agonistas individuales; sin embargo, la sefializacién de plaquetas in vivo es altamente
compleja e implica la activacion simultdnea por multiples agonistas y reguladores negativos, que
forman una compleja red de sefializacion. Por lo tanto, varias moléculas de sefializacion clave,
mencionadas previamente, tales como PLC, PKC y PI;K, son comunes entre las diferentes vias y

nodos clave de la regulacion plaquetaria (Bye et. al., 2016).
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En la Fig 1.23 se esquematizan las vias de sefalizacion plaquetaria actualizadas, detallando el
lugar de accion de los mediadores de inhibicion, activacion y de retroalimentacion negativa
descubiertos hasta el momento. Los cuadros y lineas azules representan los mediadores de sefializacion
inhibitoria que actiian para suprimir la funcion plaquetaria en ausencia de activadores plaquetarios en
el endotelio sano; los cuadros y lineas rojas representan mediadores de sefializacion activadora después
de la activacidon plaquetaria por agonistas plaquetarios y finalmente los cuadros y lineas verdes
representan los mediadores de retroalimentacion negativa y sefializacion inhibitoria que actlian para
limitar la activacion plaquetaria tras la estimulacion por agonistas plaquetarios (Bye et. al., 2016).

Debido a estos hallazgos, actualmente se ha dividido a las vias de senializacion plaquetaria de
manera tal que puedan interpretarse mejor los diferentes mecanismos de traduccion de sefiales, como

se detalla a continuacion.

1.2.4.1.2.1. Seifalizacion de la activacion plaquetaria mediada por los receptores de
adhesion

1.2.4.1.2.1.1. Senalizacion a través de la GPIb-IX

La adhesion inicial de las plaquetas a la pared de los vasos sanguineos bajo altas velocidades de
cizallamiento de flujo se produce mediante la interaccion entre el vVWF inmovilizado en la superficie
del endotelio o en la matriz subendotelial con su receptor de plaquetas, el complejo GPIb-IX-V. La
subunidad de unio6n a ligando de GPIb-I1X-V, la GPIb/B, contiene sitios de union para el dominio al de
vWF en su dominio NH2-terminal. Por otro lado, se sabe que el vVWF y GPIb responden a la creciente
fuerza de cizallamiento mediante los cambios conformacionales que aumentan su afinidad entre si,
formando enlaces flexibles que permiten la adherencia de las plaquetas bajo el esfuerzo cortante (Kim
et al.,2010).

El dominio citoplasmatico de GPIba se une a los filamentos de actina, que subyacen en la
membrana plasmatica plaquetaria, a través de la interaccion con filamina A. Esta interaccion es critica
para el mantenimiento de la estructura de la membrana y la forma plaquetaria, debido a que es un

importante refuerzo estructural para resistir la fuerza de cizallamiento durante la adhesion plaquetaria

(Cranmer et al., 2011).
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También se ha evidenciado que, a pesar de su capacidad para resistir la unién, la GPIb-IX
media la adhesion plaquetaria al vVWF de forma transitoria. La adhesion estable de plaquetas iniciada
por el vVWF/GPIb-IX requiere la activacion de otro receptor de vWF, la integrina oy/Bs. De hecho, cada
vez es mas evidente que la unién entre el vVWF y la GPIb-IX bajo la fuerza de cizallamiento,
desencadena las sefiales de activacion plaquetaria, activando la integrina ay/Bs y de esta manera la
adhesion plaquetaria estable seria dependiente de la misma (Li et al., 2010).

Recientemente se demostro que el tallo extracelular de la yuxtamembrana de GPlba,
denominado dominio mecanosensible (MSD, Ala417-Phe483), se desplega y extiende cuando estd
sujeto a la fuerza de traccion dependiente de vVWF (Zhang et al., 2015).

Existe otra region en el dominio de repeticion rico en leucina (LRRD), que actuaria también
mediada por vVWF (Ju et al., 2015).

Se ha establecido que los despliegues de LRRD y MSD desempenan papeles distintos en la
transduccion dependiente de la union del factor de vVWF, desencadenando la sefializacion intracelular a
través de la elevacion de la concentracion de los niveles de calcio. La fuerza mecénica acoplada a la
sefializacion requiere la interaccion entre el dominio citoplasmico GPIb, y una molécula intracelular de
proteina de forma 14-3-3 6 (Ju et al., 2016).

La GPIb-IX se une también a la Tr y es importante para la activacion plaquetaria inducida por
bajas dosis de Tr. Esta funcion de GPIb-IX requiere de los sitios de union de Tr alrededor de tres
residuos de tirosina sulfatada (Y276DYY) en el dominio de unién a ligando de GPIba, que es distinto
del sitio de unién a vVWF (Zarpellon et al., 2011).

Es importante destacar que, bajo condiciones donde la trombosis es inducida por una lesion
vascular limitada (como el modelo de lesion arterial inducida por laser), sélo son detectables bajas
concentraciones de Tr, que, sin embargo, son criticas para la formacion de trombos plaquetarios in
vivo. Por lo tanto, la sefializacion de la GPIb-IX inducida por el vVWF o por la Tr, requiere de la union
de 14-3-36 al dominio citoplasmatico de GPIba, una quinasa de la familia Src (SFK) (Lyn y
posiblemente Src) — via de sefalizacion Racl, y activacion de la fosfoinositida 3-quinasa (PI;K) — via
la proteina quinasa dependiente de cGMP y Akt (PKG), via proteina quinasa activada por mitégeno
(MAPK) (ERK1/2 y p38) y via LIM kinasa 1 (LIMK1) (Estevez et al., 2016).

Se ha demostrado que otras proteinas como la tirosina quinasa de Bruton (Btk) y la molécula

adaptadora (ADAP) son importantes, aunque restaria dilucidar si esto se debe a que juegan papeles en
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las vias de amplificacion, tal como la via ITAM, o en la sefalizacion a través de la a3 (Kasirer-
Friede et al., 2014).

Es interesante el papel de LIMKI1 en la estimulacion del vWF y en la activacion plaquetaria
inducida por bajas dosis de Tr, siendo especifica de la ruta de senalizacion GPIb-1X, porque LIMK1
parece desempenar un papel negativo en la activacion plaquetaria inducida por la GPIb-IX
independiente de agonistas plaquetarios. La LIMK1 promueve activacion estimulada por vWF por la
fosfolipasa citosolica A2 (cPLA2) y la consiguiente produccion de TxA, (Estevez et al., 2013; Estevez
& Du, 2017) (Fig. 1.24).
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Figura 1.24. Vias de seifializacion de los principales receptores de plaquetas para ligandos de
adhesion que conducen a la activacién de la integrina ay,/p; y las funciones importantes de la via
ITAM. sGC, guanilil ciclasa soluble; NOS, NO sintasa; SFK, src kinase familiar; LEC, célula endotelial
linfatica; SLP-76, SH2 fosfoproteina de leucocitos que contiene dominio de 76 kDa; Btk, tirosina
quinasa de Bruton; Rap1b, proteina 1b relacionada con RAS; MAPKs, proteinas quinasas activadas por
mitégenos; TxA,, tromboxano A,. Tomado de Estevez & Du, 2017.
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1.2.4.1.2.1.2. Senalizacion a través de ITAM

El inmunorreceptor basado en la activacion de tirosina (ITAM) es un motivo de la secuencia
proteica que se encuentra en el dominio citoplasmatico de ciertos inmunorreceptores que contienen dos
residuos de tirosina dentro de una secuencia conservada YxxL/IX6-12YxxL/I (donde x es cualquier
aminoacido) y juega un papel importante en la sefalizacion de los receptores de la activacion de
leucocitos (Arman et al., 2015; Boulaftali et al., 2014).

Los receptores ITAM expresados en plaquetas humanas incluyen la cadena del receptor Fc
(FcR/a), una subunidad de ciertos receptores Fc de Ig de importancia critica para la transduccion de
senales, y el receptor Fc/Ila (Fc/RIIa), un receptor Fc de IgG importante para la respuesta en plaquetas
humanas frente a los complejos antigeno-anticuerpo y agregados de las IgG (no expresados en
plaquetas de raton) (Worth et al., 2006).

Los receptores ITAM no s6lo son criticos en la transduccion de sefiales de inmunorreceptores
en plaquetas y leucocitos, sino que también son importantes para la transduccion de sefiales durante la
adhesion plaquetaria (Boylan et al., 2008).

Se ha comprobado recientemente que el FcRy estd asociado con GPVI y GPIb-IX y que el Fc/y
RIla con GPIb-IX e integrina oyw/Ps (Zhi et al., 2013).

Por otro lado, el CLEC2, una podoplanina plaquetaria importante para la adhesion plaquetaria a
vasos linfaticos, tiene un solo motivo similar a ITAM-YxxL, conocido como hemITAM (Estevez &

Du, 2017).

1.2.4.1.2.1.2.1. GPVI

El papel de ITAM en la sefializacion de la adhesion plaquetaria se comprende mejor por su
accion en el receptor de Col, GPVI, desempefiando un papel critico en la activacion plaquetaria
inducida por el Col. La GPVI forma un complejo no covalente con FcRy y se asocia supuestamente con
ciertos SFK, tales como Lyn y Fyn, a través de su dominio rico en prolina intracelular. Este complejo
es necesario para transmitir sefiales inducidas por union de Col a los dominios unidos a
inmunoglobulina extracelular de GPVI (Berlanga et al., 2002).

Se sabe que luego de la agrupacién de GPVI inducida por Col, ITAM es asociado con el FcRy,
una tirosina fosforilada por SFK. Sin embargo, el papel de Lyn en GPVI sigue siendo controvertido;

algunos estudios sugieren que Lyn desempefia un papel regulador negativo en la sefializacion de ITAM
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mediada por GPVI, y probablemente su papel se desarrollaria por la via de regulacién del
inmunoreceptor tirosina basado en la inhibicion (ITIM), tales como los que son mediados por la via
PECAM-1 y de forma similar a la inmunoglobulina que se une al receptor B, y que contrarresta la
sefializacion por ITAM (Ming et al., 2011).

La fosforilacion de la tirosina de ITAM permite la union de la tirosina quinasa Syk a través de
sus dominios doble homologos de Src (SH2), permitiendo su activacion. Curiosamente, la produccion
de especies reactivas de oxigeno dependientes de NOX han demostrado estimular a la GPVI
induciendo la activacion de Syk, posiblemente por la inhibicion de la proteina tirosina fosfatasa
(Delaney et al., 2016).

A su vez, Syk activado inicia una cascada de eventos, involucrando moléculas adaptadoras y
quinasas: leucocitos que contienen dominio SH2 de fosfoproteina de 76 kDa (SLP-76), el cual seria el
enlazador para células T activadas (LAT), Grb2, Gads, quinasas de la familia Tec (Btk y Tec), y PI;K
que conducen a la translocacion de la membrana plasmatica, la fosforilacion y activacion de la
fosfolipasa C/B, (PLC/ay). La PLC/B, hidroliza fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en 1,2-
diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). El DAG y el IP3 activan la proteina quinasa C y
liberan calcio en el citosol de las reservas intracelulares, promoviendo la produccion de tromboxano y
la secrecion de granulos, la sefalizacion de adentro hacia afuera y la activacion de la integrina oy/Ps3

(Estevez & Du, 2017). (Fig.1.24).

1.2.4.1.2.1.2.2. CLEC-2

Se ha descripto el receptor plaquetario para la podoplanina (PDPN), la glicoproteina de
transmembrana, denominada CLEC-2. En algunos ensayos de laboratorio, para estimular la
sefalizacion de CLEC-2 se ha utilizado una proteina de veneno de serpiente, la rthodocitina (Suzuki-
Inoue et al., 2010).

La adhesion plaquetaria mediada por el CLEC-2 expresa PDPN celular (por ejemplo, en células
endoteliales linfaticas y pericitos), la cual es importante para el desarrollo y la separacion de los vasos
linfaticos provenientes de vasos sanguineos, para mantener la integridad de la unién del vaso sanguineo
al linfatico, previniendo el flujo sanguineo dentro de los linfaticos y posiblemente también para
desempenar un papel en el mantenimiento de la integridad vascular durante la inflamacion (Boulaftali

etal., 2013).
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Por lo tanto, se ha demostrado que la delecion de PDPN o CLEC-2 en ratones produce una
mezcla de sangre y linfa (Finney et al., 2012).

Por otro lado, la via de sefalizacion CLEC-2/PDPN dependiente de hemITAM involucra
algunas moléculas similares a las usadas por los receptores ITAM completos y requieren la unién del
dominio Syk-SH2 al motivo hemITAM- CLEC-2 fosforilado (Hughes et al., 2015).

Recientemente, se sugiere que la activacion de Syk en la sefializacion de la CLEC-2 involucra
PLK y la fosforilacion Syk mediada por la familia quinasa Tec, mientras que en la sefializacion
mediada por GPVI, PI;K y la familia de quinasas Tec son activadas por Syk (Manne et al., 2015).

Dicho hallazgo se deberia a que los mecanismos de ITAM o el motivo de fosforilacion
hemITAM podrian ser diferentes. La fosforilacion hemITAM-CLEC-2 requeriria tanto de Syk como de
SFK. En contraste, el motivo de fosforilacion ITAM-GPVI estd mediado por SFK (Fig. 1.24) (Estevez
& Du, 2017).

La GPIb-IX y la integrina oyp/P; también han sido asociadas con receptores ITAM. Sin
embargo, parece que su principal sefalizacion no requiere la via de sefalizacion ITAM, pero la
sefializacion ITAM juega un papel importante en la amplificacion de la sefializacion iniciada por estos
receptores, lo que produciria un aumento en la respuesta plaquetaria (Zhi et al., 2013).

Esta hipdtesis se sostiene debido a que los datos demuestran que la GPIb-IX activa la adhesion
estable plaquetaria al vWF y el spreading plaquetario mediado por la integrina no es inhibido por
inhibidores de Syk, la cual seria una enzima clave en la via ITAM, a diferencia de la secrecion y
agregacion plaquetaria secundaria dependiente de ITAM, inducida via GPIb-IX y la via de
sefializacion de integrina. También se ha descubierto la asociacion de Syk con filamina A, que también
interactuaria con el dominio citoplasmico GPIba, regulando la sefalizacion ITAM inducida por GPVI

(Estevez & Du, 2017).

1.2.4.1.2.2. Seializacion de la activacion plaquetaria mediada por receptores de

reconocimiento de patrones

Los patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs) son moléculas tales como ADN,
ARN, glicoproteinas y lipopolisacaridos (LPS) producidos por microorganismos. Los patrones

moleculares asociados a los dafios (DAMPs) son moléculas [derivados lipidicos oxidados, fragmentos
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de ADN y proteinas, como el grupo box 1 de alta movilidad (HMGB1)] liberadas en respuesta al dafio
tisular. Tanto los PAMPs como los DAMPs son reconocidos por los receptores de patrones de
reconocimiento, tales como los receptores Toll-like (TLR), dominio oligdmero de unién a nucledtidos
(NOD), y el receptor para productos finales de glicacion avanzada (RAGE), actuando como sefales
iniciadoras para la inmunidad innata y respuestas inflamatorias no infecciosas.

Se ha demostrado recientemente que los miembros de TLRs y NOD promueven la activacion
plaquetaria. Las plaquetas expresan varios TLR, incluyendo TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, y TLRY. Los
TLR1 y TLR6 s6lo se han encontrado en plaquetas humanas y no en plaquetas de ratones. Por otro
lado, se ha hallado que el TLR2 es critico para la activacion plaquetaria inducida por un agonista
especifico sintético, Pam3CSK4 y derivados lipidicos oxidados tales como carboxialquilpirrol-
fosfatidiletanolamina (Biswas ef al., 2016).

A su vez, el TLR9 media las sefiales de activacion plaquetaria inducidas por carboxi
alquilpirrol, aductos de proteina generados durante el stress oxidativo (Panigrahi ef al., 2013).

Por ultimo, el TLR4 es un importante receptor plaquetario para LPS, media las sefiales que
conducen a la secrecion de granulos plaquetarios en respuesta al mismo, asi como también media la
activacion plaquetaria y la secrecion inducida por HMGBI1, una proteina de union al ADN, que es
liberada por monocitos y macrofagos durante la inflamacién y también se almacena en los granulos
plaquetarios que son liberados durante la activacion. A su vez, se sabe que la sefalizacion de TLR2,
TLR4 y TLRY en las plaquetas depende de la proteina de diferenciacion primaria mieloide codificada
por el gen 88 en humanos (MyD88). Algunos datos publicados han demostrado que TLR4 media la
sefnalizacion de la activacion plaquetaria por MyD88 dependiente de la via cGMP-PKG (Vogel et al.,
2015).

La via de ¢cGMP no fue investigada en las vias de sefializacion TLR2 y TLRY, pero se ha
comprobado que estos receptores involucran a SFK y PI;K/Akt, siendo conocidos como los activadores
de la via NO-cGMP, asi como de la via ITAM. Las plaquetas también expresan NOD2 (pero no
NODI1), siendo un receptor citosolico que reconoce el dipéptido de muramilo (MDP) en todas las
bacterias. La interaccion MDP-NOD?2 desencadena la activacion plaquetaria via MyD88, y debido a
que MyDS88 es activacion dependiente de MAPK y de la via de senalizacion NO-cGMP-PKG,
producen por lo tanto, agregacion plaquetaria, retraccion del codgulo y trombosis (Estevez & Du, 2017)

(Fig. 1.25).
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Figura 1.25. Vias de sefializacion de receptores de reconocimiento de patrones en plaquetas. Los
receptores TLR requieren MyDS88 para la sefializacion. LPS, lipopolisacarido; MDP, dipéptido de
muramilo; HMGBI1, grupo de alta movilidad 1; CAP-PE, carboxialquilpirrol-fosfatidiletanolamina;
TLR, receptor tipo Toll; PKG, proteina cinasa dependiente de cGMP; RIP2, proteina 2 que interactia
con el receptor; TIRAP, proteina adaptadora que contiene dominio de receptor de interleucina-1;
Myd88, factor de diferenciaciéon mieloide 88. Los signos de interrogacion representan rutas
desconocidas o hipotéticas que requieren mas investigacion. Tomado de Estevez & Du, 2017.

La activacion plaquetaria inducida por receptores de PAMPs probablemente actie como un
mecanismo a la respuesta tromboética por infeccion microbiana y dafio tisular en paralelo a la
inmunidad innata y la inflamacion. Por el contrario, el almacenamiento plaquetario de DAMPs, como
HMGBI, y su liberacion durante la activacion plaquetaria es probable que exacerbe la inflamacion. La
importancia de la activacion plaquetaria y la trombosis en la inflamacion y la infeccion se ha observado
en la sepsis y durante el desarrollo de aterosclerosis (Boulaftali et al., 2014).

Ademaés de los receptores de PAMPs, ciertas especies lipidicas oxidadas (DAMPs) pueden

estimular las plaquetas via GPIV, implicando la via de sefializacion MAPK quinasa (Chen et al., 2009).
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Se sabe que la activacion de plaquetas durante la respuesta inmune e inflamatoria también
puede ser estimulada por otros farmacos trombdticos y estimulos inflamatorios, tales como los
complejos antigeno-anticuerpo a través de la via Fc/y Rlla-ITAM, asi como también la activacion

plaquetaria por Tr o PAF a través de la via de la proteina G (Estevez & Du, 2017).

1.2.4.1.2.3. Seiializacion de la activacion plaquetaria mediada por receptores

acoplados a proteina G

Las plaquetas pueden ser activadas por muchos agonistas solubles, algunos de los cuales se
liberan de los sitios de lesion de los vasos sanguineos e inflamacion o de las plaquetas durante la
activacion plaquetaria. Estos agonistas activan plaquetas uniéndose a sus respectivos receptores sobre
la membrana, la mayoria de los cuales son receptores acoplados a proteina G (GPCR). Los GPCR son
una familia de proteinas de membrana con siete dominios transmembrana, que tras la activacion por sus
ligandos provocan la sefializacion intracelular mediante la activacion de proteinas unidas a nucleotidos
guanina heterotriméricas (proteinas G) (Offermanns et al., 2006).

Las proteinas heterotriméricas G consisten en una subunidad a en el complejo asociado con las
subunidades B y y. En el estado inactivo, en el que el complejo de proteina G estd asociado al receptor,
la subunidad o esta unida a guanosina difosfato (GDP) y complejada con las subunidades B y y. La
union de un agonista a la GPCR induce cambios conformacionales que activan el intercambio de GDP
por guanosina trifosfato (GTP) en la subunidad Ga. Por consiguiente, la subunidad Go unida a GTP se
disocia de las subunidades By y del receptor. La subunidad a ligada a GTP y la subunidad By luego
interactllan con sus respectivas proteinas efectoras, produciendo sefiales de propagacion (Koseoglu et
al.,2013).

El GTP unido a Ga propaga la sefial que es finalizada por la hidrélisis de GTP, que es mediada
por la actividad GTPasa intrinseca de las subunidades Ga, acelerada por la unién de un regulador de la
sefalizacion de la proteina G (RGS) dentro del dominio de las proteinas miembros de la familia RGS.
Las proteinas heterotriméricas G se agrupan en cuatro clases, basadas en la homologia de la secuencia
primaria de la subunidad Go y sus efectos sobre dianas intracelulares hacia adentro de la célula:

Gajo/2, G, G(Xq/n, y Go3 (Oldham etal., 2008)
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1.2.4.1.2.3.1. Goy

Tras la activacion de los GPCR acoplados con Ga,, Gog se disocia del receptor y se une y activa
la isoenzima PLCP que cataliza la hidrolisis de PIP2 para formar los segundos mensajeros IP3 y DAG.
Se sabe que las plaquetas Gog nulo son defectuosas en la liberacion de IP3 y no pueden movilizar el
calcio en respuesta al agonista estimulante GPCR. El Gaq es critico para la agregacion plaquetaria en
respuesta a la mayoria de los agonistas plaquetarios GPCR (Tr, ADP, SHT, PAF y TxA;) y es
indirectamente importante en la respuesta plaquetaria a proteinas de adhesion tales como Col, que
requieren la amplificacion de la sefializacion inducida por TxA,, ADP, etc. para una activacion

plaquetaria 6ptima (Cho et al., 2003).

1.2.4.1.2.3.2. Gayz13

Se sabe que una via clésica de sefializacion Gay3 es la union de GTP-Gay; (o Gayy) a los
factores de intercambio de nucle6tidos de la guanina (GEF) para la GTPasa RhoA pequeifia, incluyendo
la pl15RhoGEF, LARG, y GEF-HI, activando RhoA y Rho quinasa (ROCK), promoviendo
posteriormente la fosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC) y la contraccion dependiente de
actina-miosina (Goggs et al., 2015).

Las plaquetas expresan tanto Ga;; como Goys; sin embargo, s6lo Ga;s es necesaria para la
activacion a dosis bajas de Tr o U46619 (andlogo de TxA;) induciendo la secrecién y agregacion
plaquetaria. Las plaquetas Ga,j3 nulas también muestran defectos en los cambios de forma plaquetaria
inducidos por Tr y por U46619, lo cual es consistente con defectos en la activacion de RhoA y la
fosforilacion de MLC, secrecion de granulos, y retraccion del coagulo (Getz et al., 2010).

La RhoA no puede ser directamente requerida para la activacion de la integrina y la agregacion
plaquetaria per se, y las plaquetas RhoA-nulas mostraron mejores respuestas de agregacion al colageno
y CRP (Pleines et al., 2012).

Por otro lado, se demostrdé que el Ga;sz unido a GTP directamente interactia con el dominio
citoplasmico de la subunidad B3 de la integrina am/Bs y que esta interaccidon es importante en la
sefializacion de la misma de adentro hacia afuera. Curiosamente, la union de Ga;z a B3 inhibe
potentemente la activacion de RhoA, proporcionando un mecanismo regulado dindmicamente por

RhoA y contractilidad dependiente de RhoA (Gong ef al., 2010).
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1.2.4.1.2.3.3. G, y G,

Se conoce que el receptor acoplado con Ga, tipico es el receptor de ADP, P,Y», y que el
receptor acoplado Guay tipico es el receptor de prostaglandina, 12 PTGIR (receptor IP). Las Ga0 y Gog
se unen a adenilil ciclasa, con inhibicién de Ga,;, pero estimulacion de la funcion de la adenilil ciclasa
para sintetizar cAMP (Offermanns et al., 2006).

El cAMP estimula la proteina quinasa dependiente del cAMP (PKA), jugando un papel critico
en el estado de reposo plaquetario, que es el mecanismo por el cual PGI2 inhibe la activacion
plaquetaria. Por el contrario, Go; inhibe la sintesis del potente segundo mensajero inhibidor de
plaquetas cAMP, siendo de importancia critica en la activacion plaquetaria (Raslan et al., 2014).

Se sabe que las plaquetas expresan varios miembros de la familia Ga,, incluyendo G2, Goys y
Goa,. A su vez, los defectos hallados en la isoforma Ga,;, causan sélo una falla parcial en la inhibicion
inducida por el agonista sobre la sintesis de cAMP, llegandose asi a la conclusion de que la Ga,
estimula la activacion plaquetaria no s6lo mediante la cAMP sino también a través de mecanismos
independientes de cAMP (Lova et al., 2003).

En particular, durante la activacion de la Ga, y la disociacion de GBy se sabe que interactua con
la PI;Ky y que posiblemente activa las isoformas B de PI;K, siendo importante en la sefializacion G;.
Se ha demostrado en varios trabajos que la via de la Ga; también desempefia funciones en la activacion
de la pequeia proteina 1B relacionada con la uniéon GTP unida a RAS (Raplb), asi como que Raplb es
el regulador de RASA3 (Stefanini et al., 2016), y en la activacion de SFK (Xiang et al., 2012).

La proteina RASA3 fue originalmente purificada de la membrana plasmatica de plaquetas
humanas en el afio 1994, pero su funcion en la biologia plaquetaria fue dilucidada recientemente en
modelos de estudio con ratones transgénicos (Stefanini et al., 2015). Se sabe que funciona a través de la

interaccion con el complejo RAP-GAP (Stefanini et al., 2016) (Fig. 1.26).
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Figura 1.26. Expresion de proteinas RAS/RAPs, GEFs y GAPs en plaquetas. Niveles estimados de proteina
basados en el analisis protedmico cuantitativo completo de plaquetas humanas (Buckhart et al., 2012) barras
completas y raton (barras a rayas). El CalDAG-GEFI y el RASA3 son los reguladores RAP mas abundantes
expresados tanto en plaquetas humanas como de raton. Tomado de Stefanini ef al., 2016.

Las GTPasas mas abundantes en plaquetas son dos isoformas de proteinas RAS relacionadas
con la subfamilia de proteinas (RAP o Rap), Raplb (~300.000 copias/plaqueta) y Rapla (~125.000
copias/plaqueta). Las proteinas Rap son interruptores moleculares que pasan del estado inactivo, unidas
a GDP, al estado activo, unidas a GTP. Este pasaje es controlado por dos clases de proteinas
regulatorias. Los factores que intercambian el nucle6tido guanina (GEFs) promueven la activacion por
estimulacion del intercambiador de GDP por GTP, y las proteinas que activan las GTPasas (GAPs)
terminan la activacion por hidrélisis catalitica del GTP (Bos et al., 2007).

La proteina RASA3 pertenece a la subfamilia de cuatro proteinas GAP1 (GAP1m/RASA2,
RASA3, RASAL1 y CAPRI/RASA4) caracterizadas estructuralmente por un dominio GAP flanqueado
al N-terminal por dos dominios C2 en tandem y el C-terminal del dominio de una pleckstrina homologa
vinculado a 26 aminodcidos pertenecientes al motivo Btk (PH/Btk). El dominio catalitico es un
dominio convencional RAS-GAP que tiene la particularidad de estimular la actividad de la GTPasa de

ambas RAS- y RAP-GTPasas, dependiendo del contexto celular. Esta plasticidad catalitica es mediada
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por las regiones flanqueadas N- y C-terminal, las cuales orientan los residuos cataliticos RAP-GTP de
una manera que permita que RAP secuestre la maquinaria catalitica RAS-GAP (Sot et al., 2010).

Los dominios C2 de RASA3 son no candnicos y por lo tanto no se unen a Ca>" o fosfolipidos.
No tienen otra funcidn conocida aparte de su funcion esencial en ayudar a la activacion de RAP-GAP.
Contrariamente, ¢l dominio PH/Btk, ademas de su funcion estérica en la reaccion catalitica, es crucial

para la localizacion en la membrana plasmatica de RASA3 y se presume que regula dindmicamente la

actividad de GAP en respuesta a la estimulacion celular (Stefanini ef al., 2016) (Fig.1.27).
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RAS/RAP-GTP RAS/RAP-GDP

Figura 1.27. Estructura del dominio de
los reguladores RAP1, CalDAG-GEFI
y RASAS3. El CalDAG-GEFI consiste en
un dominio de intercambio de
nucledtidos de guanina  catalitico
especifico de RAP (GEF), un par de
dominios EF de unién a Ca*" (EF) y un
dominio de tipo Cl de funcién hasta
ahora desconocida que es necesario para
una actividad 6ptima de RAP-GEF. El
RASA3 consiste en un dominio de
proteina activadora de GTPasa catalitica
(GAP) especifico para RAS y RAP,
flanqueado por un par de dominios C2 y
por un dominio PH/Btk que se une al
fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PIP2) y
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3).
La cepa de ratones mutantes Rasa3hlb se
caracteriza por una Unica mutacion
puntual (H794L) en la region C-terminal
de RASA3. GTP (guanosina trifosfato),
GDP (guanosina difosfato). Tomado de
Stefanini ez al., 2016.

Estos estudios demuestran que existe una minuciosa regulacion del balance entre los

reguladores antagdnicos RAP1, CalDAG-GEFI y RASA3, siendo criticos tanto para la prevencion de la
activacion plaquetaria prematura en circulacion, asi como también para la formacion del tapon
hemostatico en sitios de injuria vascular. En las plaquetas que circulan por los vasos sanos, se requiere

la activacion de RASA3 en la membrana plasmatica para antagonizar la alta sensibilidad modulada por
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la sefializacion CalDAG-GEFI/RAP1, que mantiene a las células en estado quiescente (Fig.1.28, panel
de la izquierda). Cuando sucede la injuria vascular (Fig.1.28, panel central), la estimulacion plaquetaria
via GPCRs y acoplada a receptores los ITAM resulta en un incremento del nivel de Ca*" citosolico y la
liberacion de ADP proveniente de los granulos de reserva. El complejo CalDAG-GEFI es activado por
pequetios cambios en la concentracion de Ca*" citosdlico, produciendo la activacion rapida de RAP1 y
la integrina oyP;. La sefializacion CalDAG-GEFI, sin embargo, es reversible y regresa a la linea de
base cuando los niveles citosolicos de Ca®" se normalizan. Por lo tanto, la activaciéon que sostiene la
integrina y la facilidad para la formacion de tapones hemostaticos, asi como la actividad de RASA3
deben ser reducidas como parte de la respuesta de la activacion. La sefial requerida es proporcionada a
través del acoplamiento del ADP al receptor P2Y12 y la sefalizacion por PI;K. Por otro lado, se ha
dilucidado que los inhibidores de P2Y12, como el clopidogrel bisulfato, protegen de la trombosis
inhibiendo la hemostasia primaria, previniendo la inactivaciéon de RASA3 e impidiendo de esta manera
la sefializacion (Fig.1.28, panel de la derecha) (Stefanini et al., 2016).

AuUn quedan por responder varias preguntas sobre la sefializacion de RAP1 en plaquetas. Por
ejemplo, seria interesante averiguar si la funcioén plaquetaria estd afectada y de qué manera, por RAP
GEFs y GAPs que no sean CalDAG-GEFI y RASA3, los cuales se expresan en niveles bajos en estas
células. También falta informacidon importante con respecto a la regulacion de la actividad de CalDAG-
GEFI y RASA3 mediante el compromiso de sus dominios reguladores o modificaciones
postraduccionales dentro de estas proteinas. En cuanto al RAP en si, seria interesante determinar si hay
redundancias funcionales, asi como contribuciones unicas de las diversas isoformas RAP a la
activacion plaquetaria, y qué efectores proteicos unen a RAP segin la respuesta plaquetaria,
especialmente durante la activacion de la integrina a3 dependiente de Ta (Stefanini et al., 2016).

De acuerdo con lo expuesto, se precisarian mas estudios sobre la relevancia clinica de las alteraciones
en la sefalizacion plaquetaria RAPI. Por ejemplo, algunos trastornos hereditarios de la funcion o
nimero de las plaquetas pueden, al menos en parte, explicarse por las variaciones génicas en las
moléculas clave de la via RAP. La hipo- o hiperreactividad plaquetaria observada entre individuos o
como resultado de ciertos estados patoldgicos puede ser el resultado de la variabilidad interindividual o
adquirida en el equilibrio antagonista entre CalDAG-GEFI y RASA3 (expresion y/o actividad).

Encontrando las respuestas a dichos mecanismos se podrian dilucidar mejor las vias de activacion,
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permitiendo de esta manera enfocar la terapia anti-plaquetaria de una manera més personalizada

(Stefanini et al., 2016).
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Figura 1.28. Modelo esquematico de regulacion
plaquetaria dependiente de RAP1. Panel
izquierdo. En las plaquetas que circulan en los vasos
sanguineos RASA3 es activo para restringir la
activacion de RAP1 no controlada y mantener un
estado quiescente, no adhesivo (sin activacion de la
integrina a,P3;). Panel central. En los sitios de lesion
vascular, la estimulacion de las plaquetas da como
resultado un aumento de los niveles de Ca’> *
citosolico y la liberacion de ADP a partir de granulos
densos. El Ca*" activa CalDAG-GEFI, que media la
rapida carga de GTP al RAP1. El ADP estimula al
receptor P2Y12, lo que conduce a la disminucion de
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la funcion RASA3 y la sostenida sefializacion RAP1.
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derecho. Los inhibidores de P2Y12, como el
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clopidogrel, previenen la inactivacion de RASA3,
prohiben 1la sefializacion RAP1 sostenida y
desestabilizan el trombo en crecimiento. Tomado de
Stefanini et al., 2016.

1.2.4.1.2.4. Sinergismo entre las diferentes vias
plaquetaria

de receptores de activacion

Varios agonistas plaquetarios tienen mas de un receptor en plaquetas, y la activacion plaquetaria
Optima inducida por estos agonistas a menudo requiere sinergismo o cooperatividad entre las diferentes
vias de los receptores implicados. Por ejemplo, el ADP liberado de los granulos densos plaquetarios o
de las células y tejidos dafiados requiere tanto de Gagq acoplado a P,Y;, como de Ga,; para la
sefnalizacidon necesaria para la activacion plaquetaria. La activacion plaquetaria defectuosa se presenta
cuando cualquiera de estos dos receptores o sus proteinas G asociadas son bloqueadas o deficientes.
Por lo tanto, la cooperatividad de la via G1 y Gq es necesaria para la activacion plaquetaria inducida
por ADP. Por otra parte, el TxA,; tiene un solo receptor (TP), pero sin embargo estd acoplado tanto a
Gog, como a Gayoi3, siendo ambas clases de proteinas G importantes para una respuesta plaquetaria

Optima, particularmente a dosis bajas, sugiriendo sinergia entre las dos diferentes vias (Offermanns et

al., 2006).
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La activacion plaquetaria inducida por Tr involucra un receptor mas complejo y varias vias de
sefializacion. La Tr tiene al menos tres receptores en la superficie de las plaquetas: PAR1, PAR4 y
GPIb-IX en plaquetas humanas y PAR3, PAR4, y GPIb-IX en plaquetas de raton, en donde se sugiere
que PAR3 seria un puente para el clivaje eficiente y la sefializacion via PAR4. Tras la estimulacion con
la Tr, se ha sugerido que PAR1 formaria heterodimeros con PAR4 que mejorarian la disociacion de
PAR4. Ademas, se sabe que PAR4 y P2Y12 dimerizan, y su interaccion promueve la sefalizacion
PAR, que conduce a la activacion Akt (Khan et al., 2014).

Se ha hallado que PAR1 y PAR4 estan acoplados ambos a Gag y Gous y posiblemente a la via
de Ga,; (este es un hallazgo controversial, es un acoplamiento indirecto que fue informado en algunos
trabajos). La Tr se une y cierra estos GPCRs para exponer una nueva secuencia NH,-terminal, que sirve
como un ligando interno para interactuar y activar estos receptores. El papel de los receptores no-
GPCR, como por ejemplo el receptor GPIb-IX, ha sido controvertido en la activacion de plaquetas
inducidas por Tr. Mientras que algunos investigadores propusieron que el GPIb-IX serviria de muelle
de Tr que promueve la escision de la misma de los PAR, otros sugirieron que GPIb-IX transmititiria
sefiales de activacion plaquetaria independiente de los PAR. Sin embargo, algunos trabajos recientes
indican que GPIb-IX no es un muelle pasivo para la Tr ni un receptor de Tr independiente de PAR, sino
que la cooperacion mutua entre sefializacion de GPIb-IX inducida por Tr y la sefializaciéon PAR es
necesaria para una respuesta plaquetaria Optima. La sinergia de estos diferentes receptores aumenta
considerablemente la sensibilidad de las plaquetas a bajas concentraciones de Tr, lo cual es importante

para la trombosis arterial (Estevez et al., 2016; Estevez & Du, 2017) (Fig. 1.29).
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FIGURA 1.29. Sinergismo entre multiples vias de sefializacion del receptor de Tr. P115 RhoGEF, p115
Rho factor de intercambio de nucledtidos de guanina; PKA, proteina quinasa dependiente de AMPc; AC,
adenilil ciclasa; Raplb, proteina 1b relacionada con RAS; DAG, diacilglicerol; IP3, 1,4-trisfosfato de
inositol; ROS, especies reactivas del oxigeno; NOX, NADPH oxidasa. Tomado de Estevez & Du, 2017.

1.2.4.1.2.5. Redes de amplificacion de sefiales

Los receptores de diversos agonistas plaquetarios y ciertas proteinas adhesivas transmiten
signos de activacion plaquetaria; estas vias de sefializacion de receptores divergentes convergen en vias
de sefializacién comun, que amplificarian en gran medida las sefiales del receptor inicial, conduciendo

a respuestas plaquetarias importantes.
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1.2.4.1.2.5.1. Fosfolipasa C (PLC), elevacion de calcio y diacilglicerol

La PLC es como un centro sobre el cual convergen numerosas vias de sefializacion de
activacion plaquetaria. Las plaquetas expresan al menos tres familias de PLC: PLCP, PLCy, y PLCS.
En plaquetas humanas PLCy, PLCP2 y PLCP3 parecen ser los miembros de la familia PLC
predominantemente expresados. Las PLCP3 y PLCy se activan a través de diferentes mecanismos. Se
sabe que la PLCP se activa primero por union a Gog y luego por fosforilacion de la proteina tirosina
quinasa mediada por Syk. Esta diferencia en la regulacion es impartida por un dominio COOH terminal
que se encuentra en PLCP y que no se encuentra presente en PLCy. Contrariamente, PLCy contiene
SH2, SH3, y dominios de PH divididos que no se encuentran en el PLCP. Sin embargo, algunos
trabajos recientes sugieren que Gog, el cual se acopla a agonistas, como la Tr, también produciria
fosforilacion y activacion de PLCy a través de la via de sefializacion ROS-dependiente (Delaney et al.,
2016).

Inversamente, los agonistas ITAM, como el Col, inducen la liberacion de los agonistas de
GPCR, tales como ADP y TxA,, que activan indirectamente PLCP a través de la via Gq. Se sabe que,
entre sus principales funciones, la PLC cataliza la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP,)
en diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5-trisfosfato (IP3). El IP; se une al receptor IP3, produciendo la
liberacion de Ca®" del STD del citosol, siendo un importante mecanismo de elevacion de la
concentracién de calcio. La liberacion de Ca*” mediada por el receptor IP3 y posterior agotamiento de
Ca®" intracelular estimularia la liberacién de calcio almacenado (SOCE), causando una elevacion
sostenida del Ca®" intracelular, siendo el papel central en la activacién plaquetaria inducida por
agonistas, critico para muchos farmacos intracelulares que participan en la sefalizacion de eventos,
incluyendo la integrina ayf3, y la activacion de muchos fairmacos dependientes del calcio, proteinas
incluyendo PKC, calpaina y calmodulina (Varga-Szabo et al., 2009).

La elevacion del calcio intracelular es necesaria para casi todas las funciones plaquetarias,
incluyendo adhesion, cambio de forma, agregacion, secrecion, exposicion de actividad procoagulante y
retraccion del codgulo. El DAG activa tanto las isoformas de la PKC (a, ), como las nuevas isoformas
(0, 0, 1, €), que son también importantes para la activacion de la oypP; y la secrecion de granulos

plaquetarios (Fig. 1.29) (Estevez & Du, 2017).
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Las elevaciones en la concentracion del Ca”" intracelular también conducen a la activacion del
factor de intercambio de nucledtidos I, la guanina regulada por Ca** y DAG (CalDAG - GEFI). A su
vez, el DAG podria estar involucrado en la activacion de CalDAG-GEFI, aunque dicho complejo tiene
un sitio atipico de union de baja afinidad para DAG. Ademas, el CalDAG-GEFI es fundamental para la
activacion de la GTPasa pequeiia, la proteina relacionada con RAS1b (Raplb), que es importante para
la secrecion de granulos y para la senal de adentro hacia afuera que conduce a la activacion de la

integrina oypPs (Czikora et al., 2016).

1.2.4.1.2.5.2. Via de la fosfoinositida 3-quinasa (PI3;K)-Akt

La via de sefializacion PI;K-Akt induce a la liberacion de granulos plaquetarios y es importante
tanto para la activacion como para la adhesion estable de plaquetas inducida por la sefializacion de la
integrina externa GPIb-IX y la sefializacion por ITAM (Yin et al., 2008a y 2008b).

Sin embargo, la via de senalizacion PI;K-Akt no es necesaria para la activacion plaquetaria
inducida por agonistas de GPCR, pero serviria para la amplificacion de la sefializacion de GPCR. Entre
las diferentes especies de fosfoinidositida, el fosfatidilinositol- 3, 4, 5- trifosfato (PIP3) se convierte
principalmente en PIP2 por la PI;K clase I que fosforila la posicion 3 en el anillo inositol PIP2. La
estimulacion por agonistas induce la activacion de PI;K y por lo tanto la generacion de PIP3, que media
la translocacion de la membrana de la quinasa dependiente de 3-fosfoinositida 1 (PDK1) y las
isoformas Akt, a través de la via de PIP3 que se une a los dominios de PH en estas proteinas,
permitiendo la fosforilacion mediada por PDK1 y la activacion de Akt. Las tres isoformas de Akt se
expresan en plaquetas, y la forma knockout de cualquiera de ellas reduce la dosis de Tr a bajas
concentraciones y el U46619 induce la secrecion y la agregacion plaquetaria de la segunda onda
dependiente de la secrecion (O'Brien et al., 2011).

Las formas knockout de Aktl o Akt2 también disminuyen la activacion plaquetaria inducida por
vWEF/GPIb-1X, pero solo la supresion de Aktl afecta significativamente la secrecion y agregacion
plaquetaria inducida por Col. Las isoformas Akt, predominantemente Akt3, son importantes también en
la sefalizacion de la integrina ay,P; para promover el spreading plaquetario. Se han hallado dos
efectores de Akt que han demostrado mediar la senalizacion PI;K-Akt, conduciendo a la secrecion de
granulos y a la activacion plaquetaria de la NOS y la glicogeno sintasa quinasa 3 beta (GSK3p); esta

ultima es una serina-treonina quinasa dirigida por prolina que se identifico inicialmente como un agente
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de fosforilacion y un agente de inactivacion de la glucogeno sintasa. La isoforma GSK3f participa en
el metabolismo energético, el desarrollo de células neuronales y la formacion de patrones corporales.
Las plaquetas expresan NOS endotelial, que es fosforilado y activado por Akt, y estimula la ruta del
cGMP que conduce a la secrecion de granulos y a la activacion plaquetaria dependiente de GPIb-IX.
Sin embargo, la GSK3p juega un papel diferente en las distintas vias de activacion plaquetaria:
desempena el papel de inhibidor de la Tr, mediante Akt a través de la fosforilacion y la inhibicion de
GSK3, pero por otro lado, promueve la activacion plaquetaria inducida por Col (O'Brien et al., 2011).

Seria poco probable, entonces, que el papel de Akt en la activacion plaquetaria inducida por Col
sea mediado por GSK3p, mientras que el papel de Akt en la sefializacion de o3, es mediado
principalmente por la fosforilacion e inhibicion de GSK3f, que ha demostrado regular negativamente
la propagacion de plaquetas, la retraccion del codgulo y la estabilidad del trombo (Laurent et al., 2015).

Sin embargo, el mecanismo de accion de la GSK3B no se conoce. Actualmente, algunos
trabajos sugieren un papel importante para PI3GKC2a clase II, en la morfologia plaquetaria y la
estabilidad del trombo bajo flujo (Valet et al., 2015).

Por otro lado, las fosfatasas de lipidos, tales como PTEN, hidrolizan PIP3 e inhiben tanto la via

de PI;3K-Akt como la via de sefializacion cGMP (Weng et al., 2010).

1.2.4.1.2.5.3. Senalizacion a través de cGMP.

El monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) es sintetizado por guanilil ciclasas (GC) en
muchos tipos celulares, incluyendo las plaquetas, y juega un papel en la activacion de las PKG
dependientes de cGMP.

Se sabe que los agonistas plaquetarios estimulan la elevacion del cGMP y analogos exogenos de
cGMP, pudiendo tener un efecto estimulante sobre las plaquetas; este concepto ha sido arraigado desde
la década de los ochenta. A su vez, se sabe que la via NO-cGMP es el principal regulador negativo de
la activacion plaquetaria, siendo la guanilil ciclasa soluble (sGC) activada por el NO y por los
compuestos dadores de NO, que elevan dramaticamente el cGMP en las plaquetas, inhibiendo la
activacion plaquetaria. Sin embargo, a pesar del desarrollo de muchos compuestos en la época de 1980
que imitaban o elevaban el cGMP, ninguno surgié como una droga anti-plaquetaria eficaz.

Recientemente este concepto ha sido cuestionado por el descubrimiento de los papeles bifasicos

de la via de sefalizacion NO-cGMP-PKG en la regulacion de la activacion plaquetaria. Se ha hallado
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que concentraciones bajas de NO y ¢cGMP sintetizados endégenamente durante la activacion de las
plaquetas y de forma significativa aumentan la sensibilidad de las plaquetas a bajas concentraciones de
agonistas, elevando la importancia de las vias de activacion plaquetaria. Ademads, las importantes
funciones estimuladoras de la via cGMP-PKG en la sefalizacién de la activacion plaquetaria por los
receptores de reconocimiento de patrones (PAMPs y DAMPs) ha sido reportado por diferentes grupos
de investigacion (Vogel ef al., 2015; Zhang et al., 2015).

Solo a altas concentraciones de NO (provenientes de donantes de NO) y de los analogos de
cGMP se evidencidé un efecto inhibitorio sobre la activacion plaquetaria, la elevacion de cAMP
dependiente de cGMP y la activacion de la proteina quinasa dependiente de cAMP, aunque la PKG
también puede desempefiar un papel en la fase inhibitoria. Por lo tanto, el papel bifasico de la via
cGMP en la activacion plaquetaria, probablemente sea un mecanismo de auto-limitacion de la
estimulacion de la respuesta plaquetaria, para mantener niveles bajos de trombosis e inflamacion
(Zhang et al., 2011).

Durante la activacion plaquetaria, las plaquetas sintetizan bioldgicamente especies lipidicas
activas llamadas eicosanoides, que funcionan como segundos mensajeros. La sintesis de eicosanoides
requiere la activacion de la fosfolipasa A2 citosolica (PLA2) dependiente de calcio, que hidroliza
fosfolipidos de membrana para liberar acido araquidonico (AA). El AA se metaboliza a través de las
vias de la ciclooxigenasa (COX) y de la lipoxigenasa (Adler et al., 2008).

Por otro lado, las COXs, que son inhibidas por la aspirina, inician la conversion de AA en
prostaglandinas (PG). De las PG sintetizadas en plaquetas, el TxA, es un agonista plaquetario potente y
cumple una funcién importante en el aumento de la activacion plaquetaria y promocion de la formacion
de trombos uniéndose a su receptor de plaquetas acoplado a Gq/G13. Las lipoxigenasas inician la
conversion de AA en oxilipinas, entre las cuales el dcido 12- hidroxieicosatetraenoico (12-HETE) ha
sido reportado tanto por potenciar la activacion plaquetaria inducida por agonistas de PAR, FcyRlIla, o
agonistas de GPVI, como por inhibir la activacion plaquetaria inducida por Col y ADP (Yeung ef al.,

2011y 2014).

1.2.4.1.2.5.4. Secrecion de granulos como una sefial de amplificacion

Uno de los mecanismos comunes mas eficientes de la amplificacion de la sefial durante la

activacion plaquetaria es la secrecion del contenido de sus granulos. El contenido secretado de los
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granulos no sélo participa de la sefalizacion de la activacion plaquetaria, sino también en reclutar y
activar las plaquetas en reposo circulantes, facilitando la formacion y el crecimiento del trombo.
Ademas, la secrecion de granulos contribuye a la fisiologia de la remodelacion vascular, inflamacién y
reparacion de heridas, aterosclerosis patoldgica y metéstasis del cancer (Duerschmied et al., 2013;
Ghasemzadech et al., 2013; Schumacher et al., 2013).

Se sabe que la secrecion de los granulos puede ser estimulada por elevaciones del Ca®*
intracelular y por la fosforilacion de proteinas SNARE, PKC, IKK y PKG. Por lo tanto, varias vias de
sefializacion plaquetaria descriptas previamente, son importantes en promover el estimulo de la
secrecion de los granulos plaquetarios a través de los agonistas: 1) la elevacion del calcio, 2) la
sefalizacion de la PKC, 3) la sefializacion de la SFK, 4) las vias de sefalizacion PI;K-Akt y NO-
cGMP-PKG, 5) la senalizacion por MAPK, 6) la sefializacion CalDAG-GEFI y Raplb, y 7) la
sefializacion RhoGTPasa Racl y RhoA pequefia. Sin embargo, los mecanismos por los cuales estas
vias promueven la secrecion siguen siendo poco claros y seran seguramente blanco de investigaciones

futuras (Estevez & Du, 2017).

1.2.4.1.2.5.5. Seifializacion a través de la integrina oyy,;
Un paso clave de este tipo de sefializacion es la unidon de la proteina adaptadora citosdlica, Ta a
un sitio en la cola citoplasmica B3 conteniendo un motivo NPXY, que se cree que facilita una

interaccion secundaria con un sitio de union proximal a la membrana sobre B3 (Estevez & Du, 2017)

(Fig. 1.30).

Se sugiere que estas interacciones interrumpen la conexion entre la membrana interna y externa
a través de las cadenas a y B citoplasmicas y las regiones transmembrana que desencadenarian la
activacion de oypPs. Se ha demostrado que la delecion o mutacion de la Ta en el sitio de unién sobre la
cola citoplasmica B3 empeora la activacion de la integrina inducida por agonistas y la agregacion
plaquetaria. Por otro lado, la Ta interacciona con las kindlins (integrinas co-activadoras) que también
son importantes en la serializacion de adentro hacia afuera. Las kindlins se unen con el motivo
B3COOH terminal NXXY distinto del sitio de union de Ta. Varios estudios sugieren que la union de la
Ta a las kindlins coopera para inducir la activaciéon completa de la integrina ay,P; (Klapproth et al.,

2015a).
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Figura 1.30. Vias de sefalizacion de integrinas. A: Sefializacion de adentro hacia afuera de la integrina oyp,[33.
Un paso final clave de este tipo de sefializacion es la union de la proteina adaptadora citosélica Ta y las kindlins.
Los signos de interrogacion indican los mecanismos que siguen siendo poco claros y requieren mads
investigacion. B: Integrina de fase temprana perteneciente a la sefializacion de adentro hacia afuera, que
requiere la interaccion entre Ga,yz y Src con el dominio citoplasmaético ;. La disociacion de la Ta, ocurre durante
la fase temprana de la sefializacion. C: Integrina de fase tardia de la sefializacion de adentro hacia afuera, que
requiere la reasociacion de talina y la escision de calpaina del sitio de union de Src en la cola ;. Tomado de
Estevez & Du, 2017.
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1.2.4.1.3. Respuestas funcionales
1.2.4.1.3.1. Adhesion, cambio de forma, agregacion y secrecion

Se describi6 previamente que el sistema hemostatico estd sometido a mecanismos de control
para poder tener una respuesta regulada frente a estimulos de caracter hemorragico y/o trombotico. Por
lo tanto, la funcidn principal de la plaqueta es sellar las lesiones del arbol vascular, ya que cuando se
produce una lesion las plaquetas interaccionan con proteinas que normalmente estan cubiertas por el
endotelio intacto. Luego de la activacion, las plaquetas sufren una serie secuencial de cambios
morfoldgicos: forma esférica, adhesion por filopodios cortos y largos, adhesion por lamelopodios y
finalmente, la consolidacion completa de la adhesion (Bye et. al., 2016) (Fig. 1.31).

Finalmente, los cambios de forma son reconocidos por cuatro etapas claramente identificables:
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en la primera etapa se despolimerizan los microtubulos, se incrementa la cantidad de F-actina, se
deforma la membrana plaquetaria, se originan los lamelopodios y finalmente éstos facilitan la adhesion
entre ambos bordes de la injuria vascular. Durante la segunda etapa otras plaquetas son reclutadas, lo
que permite consolidar la formacion de la monocapa, las cuales son activadas a través de receptores
heterotriméricos G, lo que resulta finalmente en la activacion de la integrina ay,P3 (sefializacion de
adentro hacia afuera descripta en el inciso 1.2.4.1.2.5.5), permitiendo la uniéon al Fb y la
polimerizacion de la red de filamentos de actina. Luego, con la formacion de numerosos filopodios, las
plaquetas se agregan y se consolidan entre si formando un espeso trombo plaquetario. En la tercera
etapa las plaquetas se contraen a través de cordones de actina también llamados fibras de tension,
ancladas en las zonas de adhesion. Estas cuerdas de actina se expanden y contraen, dando como
resultado la secrecion de moléculas pro-coagulantes y factores de crecimiento que contribuyen a la
reparacion de la injuria vascular. Finalmente durante la cuarta etapa se produce la secrecion y las
plaquetas incrementan pasivamente los agregados formados. La proteina P-selectina del granulo a que
se expresa durante la activacion es blanco de las células polimorfonucleares y de los
monocitos/macrofagos, los cuales /impian la zona de los restos plaquetarios y de fibrina (Bye et. al.,

2016) (Fig. 1.31).
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Figura 1.31. Esquema de las etapas de la activacion plaquetaria y formacion de trombos.
Tomado de Bye et al., 2016.
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En la Tabla 1.V podemos observar en forma esquemdtica los principales agonistas,
mecanismos de transduccién de sefiales, nodos comunes entre las diferentes vias, redes de
amplificacion de sefiales, fases de activacion en base a los nuevos conceptos, respuestas funcionales y

mecanismos autorreguladores de retroalimentacion negativa detallado previamente en el inciso 1.2.4.1.

Tabla 1.V. Principales mecanismos de la activacion y agregacion plaquetaria.

Agonistas Mecanismos de activacion: Mediadores Redes de Fases de la activacién | Respuestas Mecanismos
Tres vias de transduccién de clave: nodos amplificacién de funcionales autorreguladores
sefales comunes sefiales de

retroalimentacion
negativa

Adhesiéon A. Receptores de adhesion PLC PLC, aumento de Seiializacion Adhesion, ITIM

Col e GPIb-IX calcio, DAG divergente temprana | cambio de forma,

Tr e ITAM de receptores agregacion y

secrecion
TxA, GPVI PKC PLI;K, PKB (Akt)
Convergencia de las

ADP CLEC-2 B o ESAM

vias de sefializacién

Fb B. Receptores de

imiento d . ¢GMP tempranas y
reconocimiento de patrones

TPS m P PL;K amplificacion de Expresion de la

vWF e PAMPs redes de sefiales actividad Fosfatasas
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Col, colageno; Tr, trombina; TxA,, tromboxano A2; ADP, difosfato de adenosina; Fb, fibrindgeno; TPS, trombospondina; vWF, factor de
von Willebrand; GPIb-IX, glicoproteina Ib-IX; ITAM, inmunorreceptor basado en la activacion de tirosina; GPVI, glicoproteina VI;
CLEC-2, receptor de lectina de tipo C2; PAMPs, patrones moleculares asociados a patégenos; DAMPs, patrones moleculares asociados a
dafios; Gog, Ga13, Gy y G, proteinas heterotriméricas G; PKB (Akt), proteina quinasa B; cGMP, monofosfato ciclico de guanosina;
oPs, glicoproteina IIb-11la; ITIM, motivo inhibitorio dentro del inmunorreceptor de tirosina; ESAM, molécula de adhesion selectiva de
c¢lulas endoteliales; PI;K, fosfatidil inositol-3 quinasa.

1.2.4.1.3.2. Expresion de la actividad procoagulante y formacion de microparticulas
Podemos concluir que las plaquetas activadas constituyen los elementos basicos del trombo
hemostatico y proporcionan una superficie que permite la asociaciéon de complejos enzimaticos

responsables de la generacion de Tr. El complejo enzimatico que convierte la protrombina en Tr,
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designado como protrombinasa, estd compuesto por el factor V activado (Va), el factor X activado
(Xa), iones Ca’" y protrombina; estos agentes interactiian en la superficie de vesiculas lipidicas que
contienen fosfolipidos anidnicos. La actividad procoagulante de las plaquetas activadas, inicialmente
designada como factor plaquetario 3 (PF3), es debida a la exposicion de fosfolipidos anidnicos en la
capa externa de la membrana, especialmente la fosfatidilserina, permitiendo la asociacion de los
componentes del complejo protrombinasa. A su vez, la estimulacion de las plaquetas por agonistas
fisiologicos, como el Col o la Tr, determina la pérdida de esta asimetria y la exposicion de
fosfatidilserina (FS) en la capa externa, proceso que es acompafiado por el desprendimiento de
microparticulas membranales de la superficie (MPs). La asimetria de los fosfolipidos esta regulada por
las actividades cooperativas de tres transportadores: la franslocasa de aminofosfolipidos dependiente
de ATP, la cual rapidamente transporta FS y fosfatidiletanolamida (PE) de la capa externa hacia la capa
interna, la flipasa lipidica inespecifica dependiente de ATP, la cual transporta lipidos de la capa interna
a la capa externa y la escramblasa lipidica no especifica, dependiente de Ca*", la cual permite que los
lipidos se muevan al azar entre las dos capas (Owens et al., 2011).

La concentracién de Ca®' intracelular fisiologica, promueve la asimetria de FS porque la
translocasa y la flipasa son activas, pero la escramblasa es inactiva. Tras la activacion celular, el
incremento de Ca”” intracelular induce una distribucion al azar de los PL en la membrana, ya que
inhibe la franslocasa y estimula la actividad escramblasa; a su vez, puede también resultar en la
activacion de la calpaina, lo cual facilita el burbujeo (blebbing) de la membrana y la liberaciéon de las
MPs que expresan FS. El desprendimiento de las MPs estd relacionado con la disrupcion del
citoesqueleto de la membrana plaquetaria y la disrupcion de la asociacion de los filamentos de actina
con la superficie de la membrana, llegdndose a la conclusion que contienen la mayor parte de la
actividad atribuida a las plaquetas (Nagata ef al., 2016).

Por otra parte, se ha hallado que las MPs derivadas de los monocitos también estimulan la
coagulacion a través de la via intrinseca y extrinseca, sugiriendo que las MPs de diferente origen
parecen activar la coagulacion a través de ambas vias, pudiendo constituir un principio general de MP
dependiente del sistema de activacion de la coagulacion. Por lo tanto, la focalizacion en la formacion o
funciéon de los MPs podria ser un posible blanco a futuro, para dilucidar la coagulacion disfuncional en

la sepsis, ya que la interferencia de las vias de la coagulacion, tanto intrinseca como extrinseca, solo
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pueden inhibir parcialmente la activacion del sistema de coagulacion inducida por MP (Oehmcke et al.,
2013).

Se ha demostrado que las MPs tienen la capacidad de desencadenar la formacion de Tr y que
este efecto es dependiente de la expresion de FS y mediada a través de la via intrinseca y extrinseca de
la coagulacion. Por lo tanto, se sugiere que el objetivo de la funcidn plaquetaria y/o la formacion de MP
podria ser una forma util de proteccion contra la coagulacion disfuncional en infecciones graves (Wang

etal.,2017).

1.2.4.2. Proteinas plaquetarias

La naturaleza anucleada de las plaquetas convierte a la protedmica en una valiosa herramienta
para ayudar y comprender mejor los procesos fisiologicos y fisiopatoldgicos relacionados con la
hemostasia y la trombosis. En varios estudios protedmicos, como en el trabajo de Burkhart et al.
(2012), se han identificado 2000 proteinas y més de 1000 proteinas plaquetarias con modificacion post-
translacional. En el afio 2005, Martens et al. identificaron la Gal-1 (P09382) por andlisis de HPLC-

MS/MS como una proteina de muy baja concentracion plaquetaria.

Estado actual de la proteomica plaquetaria. El proteoma puede describirse como el conjunto completo
de proteinas expresadas dentro de una muestra definida bajo distintas condiciones. Por lo tanto, estos
estudios han mejorado significativamente el conocimiento de la composicion cuantitativa de las
plaquetas y la varianza bioldgica, demostrando que la protedmica cuantitativa es una poderosa
herramienta para realizar estudios y relacionarlos con la patologia, utilizando tan s6lo un pequefio
volumen de sangre periférica (Burkhart ez al., 2014).

Estudios recientes demostraron que usando la tecnologia protedmica moderna se pueden
detectar ~10.000 proteinas en lineas celulares humanas, cubriendo un rango dinamico de 7 érdenes de
magnitud. Méas de 300 proteinas modificadas post-translacionalmente (PTM) considerablemente
conocidas multiplican esta complejidad (Zahedi et al., 2013).

Hacia fines de la década de 1970, la introduccion de la electroforesis en gel bidimensional (2-
DE) facilit6 el camino para resolver y comparar patrones de proteinas de muestras complejas, pero no
fue hasta el desarrollo de espectrometria de masas (MS) basada en estrategias protedmicas que los

puntos del gel de interés podian estar conectados a proteinas identificables. Por lo tanto, la mayoria de
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las limitaciones mencionadas de la 2-DE son superadas con el advenimiento de avanzadas técnicas
protedmicas libres de gel. Aunque varias de estas técnicas basadas en MS se han utilizado para
profundizar la comprension sobre las plaquetas humanas (Fig. 1.32), s6lo se estaria comenzando a
explotar el abanico de posibilidades, mas alld de la mera identificaciéon de las proteinas mas
abundantes. Dependiendo del disefio de estudio, a partir del analisis del proteoma plaquetario puede
obtenerse diferente tipo de informacion (Fig. 1.32). La protedmica puede proporcionar informacion
(cuantitativa) de las plaquetas, de sus subcompartimentos (por ejemplo, la membrana plasmatica) o
derivados de microparticulas de plaquetas, examinadas en condiciones de reposo o activadas. Ademas,
la protedémica puede proporcionar informacion cuantitativa sobre los cambios en los niveles de la
proteina y de PTM, por ejemplo, en la perturbacion del estado de reposo (luego del tratamiento con un
agonista) o cuando comparamos las plaquetas derivadas de diferentes donantes (antecedentes
gendmicos o sanos vs. enfermos) (Burkhart ez al., 2014).

En consecuencia, los estudios protedmicos de plaquetas no so6lo pueden contribuir a revelar los
mecanismos funcionales, sino que también ayudan a identificar las proteinas target que se asocian con
la génesis o progresion de una condicion patologica. Tales estudios, por lo tanto, prometen
proporcionar biomarcadores potenciales para la prevalencia de enfermedades. Pero por ahora los
biomarcadores derivados de la protedmica son escasos. Sin embargo, el constante y rapido progreso de
las tecnologias de protedmica en los tltimos afios ha abierto un camino a la aplicacién en investigacion
clinica y posee un gran potencial hacia el futuro. Es un gran desafio encontrar biomarcadores, debido a
que todavia sigue siendo afectada su busqueda por interferencias en la etapa preanalitica. Dichas
interferencias generalmente son causadas por impurezas o por la preactivacion, siendo los
biomarcadores plaquetarios conocidos influenciados por los protocolos de aislamiento de plaquetas.
Por lo tanto, para eludir resultados artificiales, existe la necesidad urgente de estandarizar los
protocolos de preparacion y activacion de plaquetas, asi como también del aislamiento de proteinas

(Wrzyszez et al., 2017).
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Figura 1.32. El aporte de la proteémica a las
plaquetas humanas. Tomado de Burkhat et al.,
2014. A. Vision general esquematica de varias
clases de proteinas que han sido identificadas por
protedmica plaquetaria, incluyendo receptores de
membrana 'y sus sitios de glicosilacion.
B. Resumen de las aplicaciones actuales vy
potenciales de la protedomica de las plaquetas, lo
que puede ayudar a la comprension de los factores
fisiologicos y las condiciones. En las plaquetas, la
interaccion proteina-proteina, sub(celular)-
proteoma, modificaciones  post-translacional
(PTM), y la sefalizacion in vitro ya se han
abordado utilizando la protedmica. Este trabajo
puede comprender la caracterizacion de las
plaquetas activadas de donantes sanos, asi como
como de plaquetas en condiciones fisiopatologicas.
Usando la protedmica cuantitativa, los cambios en
los patrones de proteinas o PTM pueden revelar
informacion sobre la funcion plaquetaria. ACSA
indica Acetil-coenzima A sintetasa; DTS, sistema
tubular denso; ER, reticulo endopldsmico; FG,
fibrindgeno, FN, fibronectina; GPVI, glicoproteina
plaquetaria VI; LAMP, membrana asociada a
lisosoma; Glicoproteina, LDH, L-lactato
deshidrogenasa;, MYH, Miosina; PAR, receptor
activado por proteinasa; PDI, disulfuro plaquetario
isomerasa; PF-4, factor plaquetario 4; SERCA,
reticulo endoplasmico sarcoplasmico Ca>*ATPasa;
y TSP, trombospondina. Tomado de Burkhart et
al., 2014.

Se ha podido medir el grado de contaminacién plasmatica en las plaquetas, calculando la

cantidad de las dos proteinas plasmdticas mas prominentes, albumina sérica y transtiretina. Se ha

concluido que dicha contaminacién es inevitable debido a la estructura esponjosa del sistema

canalicular abierto de las plaquetas (Burkhart et a/ 2012).

La protedmica plaquetaria se ha utilizado para caracterizar el proteoma global, subproteomas

especificos y el perfil de proteinas basado en la actividad (ABPP) y modificaciones post-traduccionales

(PTM) (Fig. 1.33.A) (Burkhart et al 2014).

Los estudios son principalmente (40%) sobre la base electroforesis en gel bidimensional (2-DE)

/ electroforesis en gel diferencial (DIGE), mientras que los estudios libre de gel todavia estan sub-

representados (23%). La combinacién se refiere a estudios que usan 2-DE/DIGE en combinacion con
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otros enfoques. La sigla COFRADIC indica cromatografia fraccional combinada; y MudPIT,
tecnologia multidimensional de identificacion de proteinas (Fig. 1.33.B) (Burkhart et al., 2014).
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Actualmente se han clasificado las proteinas presentes en plaquetas humanas en tres grupos
segun el nimero de copias acumuladas: top-100, top-200 y top-500. Las top-100 engloban a las 100
proteinas més abundantes, todas abarcan 11.606k nlimeros de copias (cada una tiene > 35k copias por
plaqueta); en este grupo se le puede atribuir mas de la mitad de todas las copias a la actina-miosina y al
citoesqueleto de microtiibulos, siendo la mas prominente la B-actina (795k copias) y la a-tubulina
(185k copias). Esto podria ser una consecuencia de la alta relacién superficie-volumen plaquetaria (y,
por lo tanto, el gran contenido del citoesqueleto) en comparacion con las células nucleadas mas
grandes. Dentro de este grupo, algunas son a-granulares (16%), entre ellas, el factor plaquetario-4
(CXCLA4, 706k) y la B-tromboglobulina (CXCL7, 479k) y TPS-1 (101k) se encuentran en alta
concentracion. Estas proteinas se liberan durante la activacion plaquetaria y pueden depositarse en la
pared del vaso dafiado. La proteina CXCL4 actia como un quimioatrayente para los leucocitos y
células vasculares, asi como también para bacterias, permitiendo su reconocimiento por los anticuerpos

circulantes y su destruccion. Otras proteinas altamente expresadas en los a-granulos son el Fb (89k), la
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transglutaminasa y el factor de coagulacion XIII (83k); este ultimo tiene un papel importante en la
formacién de codgulos de fibrina en las plaquetas (Burkhart ez al., 2014).

Las proteinas que pueden clasificarse como proteinas de sefializacion ligadas al citoesqueleto
(9%) tienen también un interés particular. Entre ellas se destacan la integrina oy,fB3, la Ta (116k), el
miembro de fermitina URP2 (116k), la filamina A (FA, 88k) y la vinculina (81k). El citoesqueleto esta
relacionado con la actina a través del complejo GPIb-V-IX (receptores del vWF), son las denominadas
proteinas 14-3-3 adaptadoras o modificadoras, de las cuales 5 miembros de ellas parecen estar muy
expresadas (su suma es de 572k). El citoesqueleto también desempefia un papel importante en la
regulacion de la oypPs y la GPIb-V-IX, siendo dos receptores adhesivos clave, y los datos de la
protedmica han reconocido esto, revelando remanentes del citoesqueleto de actina conectados a estos
receptores. Ademas, tanto la oypP3 (64k-83k) como la GPIb-V-IX (49k) estan presentes entre las 100
proteinas plaquetarias top, proporcionando asi suficiente nimero de copias para modular la actividad de
las plaquetas dependiente del citoesqueleto (Burkhart et al., 2014).

Curiosamente, la proteina de membrana altamente expresada es el canal de cloruro CLICI
(44k), cuya funcion aun es poco conocida pero se sabe que puede incluir la modulacion de la
sefializacion del receptor de ADP. Entre las proteinas citosdlicas més profusamente expresadas se
encuentran las pequefias proteinas de union a GTP y sus reguladores, en particular las dos variantes de
Rap1b (299k) y RapA (125k), que regulan la activacion de la integrina ay,3; en una via dependiente del
citoesqueleto. Otras proteinas pequefias de union a GTP abundantes son los dos factores de ribosilacion
de ADP (80k) y Rab27b (36k), de los cuales al menos este ultimo controla la secrecion de granulos
densos plaquetarios. Directamente o indirectamente ligado a la sefalizacion de la integrina o3
dependiente de actina se encuentra también la proteina adaptadora, VASP (45k), y la integrina
vinculada a quinasa (60k). Lo mismo ocurre con la proteasa dependiente de Ca* Calpaina-1 (51k), que
escinde muchos componentes del citoesqueleto y controla el cierre de la integrina en plaquetas
procoagulantes (Mattheij et al., 2013).

Otro hecho notable es que dos de las proteinas de sefalizacion altamente expresadas
desempefian un papel en la inhibicion de plaquetas dependiente de la PKA, es decir, la proteina
asociada a adenilil ciclasa CAP1 (42k) y VASP, la cual es el principal sustrato de este quinasa

dependiente de cAMP (Burgers et al., 2012).
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A su vez, la mayoria de las 100 proteinas que controlan los procesos metabdlicos estan
confinadas al metabolismo de la glucosa (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, fructosa bisfosfato
aldolasa, a/y-enolasa, piruvato quinasa, lactato deshidrogenasa, triosafosfato isomerasa y fosfoglicerato
quinasa; cada una entre 36k-106k). Por lo tanto, la glicdlisis parece ser la via esencial para el control
metabdlico de la funcionalidad plaquetaria (Fidler et al., 2017).

Al comparar las categorias de las proteinas top-100 con las de los primeros 200 (13.929k
copias, > 16k por proteina) y las proteinas top-500 (16.943k copias, > 6,7k por proteina), podemos
mencionar varios cambios (Fig. 1.34) (Burkhart et al., 2014).

A Top 100 proteins
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Figura 1.34. Distribucion de acuerdo a las
categorias funcionales, de las 500 proteinas mas
abundantemente expresadas.

Observamos en el grafico que top-100 (A), top-
200 (B), y top-500 (C) son las proteinas mas
abundantes en plaquetas humanas, determinadas
por el analisis de protedmica cuantitativa.

Las proteinas top-100 tienen un niimero estimado
> 35k copias por plaquetas, las top-200 > 16k
copias por plaquetas, y las top-500> 6.7k copias

1 Mitochondrial proteins
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Cther proteins

por plaquetas.
ER indica reticulo endoplasmico. Tomado de
Burkhart et al., 2014.
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Los conjuntos de proteinas top-200 y top-500 muestran una pequefia disminucion en la
abundancia relativa de proteinas como la actina y la miosina de los microtibulos y las citoesqueléticas,
asi como en las proteinas de los granulos a, lo que indicaria que estas proteinas se expresarian con un
alto numero de copias. Lo mismo ocurre para la categoria de proteinas de sefializacion ligadas al

citoesqueleto (Burkhat et al., 2014).
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En contraste, hay un aumento en la abundancia de pequefias GTPasas y sus reguladores (5% -
8%), con importantes contribuciones de los reguladores de las isoformas Cdc42, Rab, Rac y Rho, que
organizan interacciones de la membrana intracelular y el cambio de forma de las plaquetas. Ademas,
las proteinas top 500 comprenden un marcado aumento del numero de copias de proteinas de
sefalizacion y adaptadoras (6%-12%). Estas incluyen un numero significativo de proteinas adaptadoras
mal definidas; varias proteinas del sistema proteasoma-ubiquitina (suma > 80k), bien conocidas (Src,
Btk, Lyn) y proteina quinasas de tirosina menos conocidas, varias proteinas quinasas seronina/treonina
(proteina quinasa Ca, PKA, ROCK, isoformas MAPK); proteina fosfatasas (G6b, PP1-3 isoformas),
proteinas de unién a Ca®" y unién clasica de las proteinas Goq y Goi al GTP y componentes del
complejo TxA sintasa. Las proteinas receptoras de membrana pertenecientes al grupo top-500 incluyen
varios antigenos del complejo de histocompatibilidad de clase HLA, el receptor de colageno GPVI, la
tetraspanina CD9 y el receptor de trombospondina CD36. En conjunto, la mayoria de estas proteinas
forman parte de la sefializacion, control de la activacion plaquetaria para la adhesion y secrecion; el
agregado top-500 muestra ademas un desplazamiento de las proteinas implicadas en el metabolismo de
la glucosa a las del metabolismo de la no glucosa (2% -5%). Esta ultima categoria contiene, por
ejemplo, las enzimas antioxidantes que intervienen en la conversion de nucledtidos en glutation. Las
proteinas prominentes del reticulo endoplasmico (2% de los top-500) son proteinas isomerasas
disulfuro (suma 34k) e isoformas del tipo SERCA (bomba de calcio de reticulo sarcopldsmico), que
intervienen en la regulacién de la homeostasis del calcio (suma 25k). En las mitocondrias (3%), estos
incluyen ATP sintasa (28k) junto con otras proteinas implicadas en la sintesis de ATP.
Sorprendentemente, la lista de los primeros 500 contiene apenas proteinas que controlan el desarrollo
de megacariocitos y de formacion de proplaquetas por un lado, o la apoptosis plaquetaria por otro. Por
lo tanto, se puede concluir que esta lista, obtenida por proteémica cuantitativa, proporciona una mejor
comprension de las funciones de las plaquetas durante la hemostasia y la trombosis, aunque el papel de
muchas de las proteinas de la lista alin no se comprende. Considerando que la abundancia refleja la
importancia de las proteinas estructurales, debe tenerse en cuenta que la abundancia de las proteinas

reguladoras no necesariamente se correlaciona con su importancia (Burkhart ez al., 2014).
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1.2.5. Actividades bioldogicas mediadas por plaquetas

Las plaquetas son células altamente especializadas anucleadas responsables de la hemostasia y a
su vez nos defienden contra los microorganismos patdogenos. Actualmente, las plaquetas han sido
identificadas como células centinelas inmunes ubicuas que favorecen la iniciacion y la propagacion de
la inflamacion y son cruciales participantes en la defensa exitosa del anfitrion. Debido a su funcion
proinflamatoria, las plaquetas estan implicadas en la patogénesis de varias enfermedades, tales como
aterosclerosis, artritis, vasculitis, glomerulonefritis, sepsis, neuroinflamacion, enfermedades

inflamatorias intestinales y céncer, entre otras (Mancuso & Santagostino, 2017).

1.2.5.1. Actividades biologicas funcionales mediadas por las plaquetas

1.2.5.1.1. Hemostasia

Como hemos descripto previamente en este capitulo, la funcién basica de las plaquetas es
reparar los vasos dafiados, agregandose y evitando el sangrado, favoreciendo la reparacion del tejido
endotelial (Ho-Tin-Noe et al., 2011).

Se produce un cierre temporal, que luego continia con la formacion del trombo, lo cual
contribuye a la cicatrizacion y regeneracion celular. Sin embargo, si la activacion de las plaquetas no
tiene una adecuada regulacion, pueden desencadenarse serias patologias, tales como infarto de
miocardio o enfermedad cerebrovascular (stroke). La formacién de trombos se produce inicialmente
por el contacto de las plaquetas con la matriz subendotelial luego de la injuria del vaso, seguida por la
adhesion, el spreading y la agregacion. El primer punto de contacto es entre la glicoproteina GPIb-V-
IX y el vWF, seguido por la interaccion entre la glicoproteina GPVI y el Col, que activa proteinas de
adhesion adicionales tales como GPIIb-IIla (mediadora de la adhesion irreversible con el vWF) y la
GPla-Ila (segundo receptor del Col) (Mancuso & Santagostino, 2017).

Posteriormente la sefalizacion mediada de adentro hacia afuera produce la activacion
plaquetaria con cambio de forma y formacion de filopodios, los cuales permiten una mayor eficacia
para cubrir la superficie vascular injuriada y finalmente se produce la degranulacion. La degranulation
libera los granulos o y densos, los cuales contienen los mediadores secundarios, tales como TxA; y
ADP, manteniendo la iniciacién y amplificacion luego de la agregacion plaquetaria a través del Fb

mediando las interaciones entre los receptores activados y la membrana plaquetaria. Los sucesivos
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ciclos de activacion plaquetaria, adherencia, spreading, migracion, agregacion y estabilizacién forman
un trombo que se compone de la fibrina y las células sanguineas retenidas dentro de la red. El
reclutamiento de los fibroblastos y de las células inmunes a través de las plaquetas inicia mecanismos
angiogénicos que estimulan el efecto de glicosaminoglicanos tales como CXCL4, que presentan alta
afinidad luego de contactarse entre las c€lulas endoteliales y las plaquetas. La alta afinidad del CXCL4
cargado negativamente, puede afectar la relacion entre la heparina y los glicosaminoglicanos, iniciando
exitosamente la interaccion entre los complejos de heparina y los tetrdmeros de CXCL4 que pueden
llevar a la activacion y agrupacion del receptor de plaquetas FccRlIla, incrementando el riesgo de
trombosis venosa y arterial en el marco del sindrome referido a la trombocitopenia inducida por
heparina. En estas condiciones se reduce el recuento plaquetario, tanto por el secuestro intravascular
como por la activacion seguida de la fagocitosis por el sistema reticuloendotelial (Sandset ef al., 2012).

Las células endoteliales y las plaquetas se relacionan para mantener la hemostasia, preservando
la integridad vascular por sus estrictas interacciones entre la membrana y la liberacion de células
tropdgenas endoteliales. Existen evidencias clinicas que la interrupcion de la interaccion normal entre
las plaquetas y las células endoteliales, como consecuencia de la pérdida de la red intercelular en
pacientes con severa trombocitopenia, produce la extravasacion de las células sanguineas (Nachman &

Raffi, 2008).

1.2.5.1.2. Modulacion inmune producida por las plaquetas

Puede considerarse que las plaquetas forman parte de la inmunidad innata, debido a que
interaccionan con los leucocitos y el sistema de complemento. Se sabe que el sistema de complemento
y las plaquetas interaccionan en diferentes niveles, debido a que varios receptores y factores del
complemento pueden ser detectados en la superficie plaquetaria y a su vez, las plaquetas activadas por
Tr pueden desencadenar la cascada del complemento (Hamad et a/, 2010).

La interaccion entre las plaquetas y el sistema de complemento es evidenciada en algunas
enfermedades, como en el sindrome urémico hemolitico, la trombosis microvascular, la anemia
hemolitica trombocitopenia y la falla multiorganica (Noris & Remuzzi, 2009).

La funcion de las plaquetas en la inmunidad esta altamente relacionada con la expresion del
receptor FccRlIla, el cual tiene una baja afinidad por la region constante Fc de la inmunoglobulina G

(IgG) que reconoce el complejo inmune y contrariamente tiene una alta afinidad por las células

71



Introduccion

opsonizadoras de IgG. En leucocitos, el FccRlIla inicia funciones efectoras fuertes que son claves para
la respuesta inflamatoria e inmune. Los neutréfilos son susceptibles a la visualizacion de este receptor
cuando existe una alta densidad de plaquetas, por lo que gracias a ellas es posible que interaccionen con
la IgG soluble y de esta manera medien la activacion plaquetaria que podria ser en respuesta, por
ejemplo, a la IgG opsonizada por un patdégeno. Luego, el FccRlIla rdpidamente produce la interaccion
con la tirosina fosforilada, la cual activa a la FLC2 que induce la produccion de segundos mensajeros
produciendo el incremento del Ca®” intracelular y la activacion de la PKC, esencial para la secrecion y
agregacion plaquetaria. Por lo tanto, el FccRIla puede funcionar como un amplificador de la activacion
plaquetaria, incluso en ausencia de un estimulo extracelular especifico. Existen varias infecciones
virales de causa severa que incluso bajo tratamiento pueden producir sangrado debido al dramaético
descenso en el nimero de plaquetas. Por lo tanto, la trombocitopenia puede deberse a la destruccion de
las plaquetas por la unidon a IgG o por agregacion a los leucocitos (Chen ef al., 2017b).

Ademas, las plaquetas pueden unirse e internalizar los agentes infecciosos a través de varios
receptores que se encuentran en la membrana plaquetaria. Sin embargo, las interacciones plaqueta-virus
pueden tener un papel ambivalente: de hecho, las plaquetas in vivo pueden contribuir a la diseminacion
de la infeccion, asi como a la defensa del anfitrion. Las plaquetas humanas ademas cumplen funciones
especificas en las infecciones bacterianas debido a que contienen una serie de proteinas antibacterianas,
denominadas trombocidinas, en sus granulos o, que se liberan tras la activacion. Son variantes
truncadas de las quimiocinas CXCL7, CXCL4 y CCLS plaquetarias y muestran un amplio espectro de
actividad antimicrobiana, siendo muy potentes contra E. coli y Staphylococcus aureus (Garraud et al.,
2017).

Por otro lado, las bacterias pueden inducir la activacion plaquetaria por interacciones indirectas
con receptores especificos. Staphylococcus aureus activa rapidamente las plaquetas a través de la
interaccion entre la proteina de unidon Fn bacteriana A y la oypP; sobre las plaquetas, a través de los
puentes Fb/Fn, asi como a través de una IgG especifica que se une a FccRlla, traduciendo la sefial de
activacion final. Ademas, la superficie de las plaquetas muestra una serie de receptores TLR, de los
cuales TLR4 es el més abundante y cuya expresion podria ser modulada por el estado de activacion
plaquetaria. Un ejemplo de dicho proceso se ha encontrado estudiando la enfermedad de Crohn (CD)
donde se observo que el receptor TLR4, podria estar implicado en crosstalks entre plaquetas y

leucocitos conduciendo a su mutua activacion para la defensa del huésped. Se ha evidenciado que la
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participacion de la TLR-4 de plaquetas mejoraria la secrecion de péptidos antimicrobianos de
neutrofilos. Mientras que la agregacion plaquetaria puede ser debida a una variedad de mecanismos en
la enfermedad inflamatoria, la activacion mutua de plaquetas y neutréfilos puede aumentar la defensa
del huésped (Schmid et al., 2017).

Las plaquetas también expresan sensores de patdogenos, siendo inmunoglobulinas o receptores
del complemento, que conducen a su activacion tras la interaccién con componentes bacterianos. Estos
sensores, los PARs, principalmente detectan sefiales de peligro a través de patrones moleculares, que
incluyen moléculas que pertenecen a la familia Siglec. A su vez, las plaquetas activadas son capaces de
activar neutrofilos, que liberan ADN en forma de trampas extracelulares llamadas NET, que a su vez se
unen e inactivan a las bacterias (Clark et al., 2007).

Ademads, la interaccion entre el complemento C3 y GPIb presenta un efecto fuerte de
potenciacion sobre la respuesta inmune a infecciones bacterianas in vivo. Con respecto a la
participacion plaquetaria en la inflamacion o lesion vascular, las mismas se adhieren al endotelio y/o al
espacio sub-endotelial, reclutando las células inflamatorias, orquestando asi la respuesta inflamatoria.
Las células inflamatorias, como neutr6filos o monocitos, pueden interactiiar con plaquetas que median
su adhesion a la pared del vaso. Las interacciones adhesivas entre leucocitos y plaquetas incluyen la
union entre: (1) la P-selectina sobre plaquetas al ligando de glicoproteina-1 de selectina P (PSGL-1)
sobre leucocitos; (2) GPIb o molécula de adhesion funcional-C (JAM-3) sobre las plaquetas y -
integrina Mac-1 sobre leucocitos, este ultimo principalmente bajo condiciones de bajo esfuerzo
cortante; (3) Fb unido a oypP3 en plaquetas y B2-integrina Mac-1 en leucocitos (Ghasemzadeh et al.,
2013).

Ademas de mediar el reclutamiento de células inflamatorias, las plaquetas son una fuente
importante de quimiocinas pro-inflamatorias y citocinas que pueden también promover la inflamacion
por la liberacion de microparticulas (Vasina et a/, 2010).

Actualmente se ha dilucidado la existencia de subclases de granulos o altamente
compartimentados y morfologicamente diferentes que contienen subconjuntos especificos de
quimiocinas que también son liberadas en condiciones fisiologicas y patologicas (van Nispen tot
Pannerden et al, 2010).

Recordamos que las quimiocinas son citocinas quimiotécticas clasificadas en cuatro familias de

acuerdo con las disposiciones de los residuos de cisteina, las cuales participan en la formacion de los
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puentes disulfuro (es decir, CXCL, CC, CX3C, XC). Las quimiocinas derivadas de plaquetas mas
abundantes son CXCL4 (también conocidas como PF4) y CXCL7 que se identifican como marcadores
para el linaje megacariocitico; ademas de estos, hay muchas otras quimiocinas expresadas y liberadas
por plaquetas (CCL5, MIF, CXCL12, CXCLS), pero que han sido principalmente identificadas en otros
tipos de cé€lulas (Mancuso & Santagostino, 2017).

Por otro lado, las plaquetas son capaces de inducir la respuesta de fase aguda principalmente
debido a su capacidad para producir IL1f, que no es una molécula almacenada en los granulos, pero
que se sintetiza a partir de un pre-mensajero ARN presente en su citoplasma (Lindemann et a/, 2001).

Las plaquetas constitutivamente expresan componentes de la inflamacion severa, tanto en la
inflamacion estéril como infecciosa. Tras la activacion, las plaquetas sintetizan, procesan y secretan
IL1B, que se encuentra en los trombos oclusivos pocas horas después de producirse el dafio en la pared
vascular. A su vez, la IL1f se secreta principalmente en las microparticulas y su acumulacion en los
trombos estériles precede a la incorporacion de leucocitos en el codgulo, aliando de esta manera la
coagulacion con la inflamacion endotelial local. Ademas, la IL1B activa su propia sintesis en las
plaquetas debido a la presencia de IL1R en las superficies de plaquetas y megacariocitos, creando un

bucle autécrino (Brown et al., 2013).

1.2.5.2. Actividades biologicas en procesos patolégicos

Debido a su papel proinflamatorio, las plaquetas estdn implicadas en la patogénesis de varias
enfermedades, incluyendo aterosclerosis, artritis, vasculitis, glomerulonefritis, sepsis, neuroinflamacion
y enfermedades inflamatorias intestinales, entre otras (Langer et al., 2012).

La microvasculatura cerebral difiere significativamente de los otros lechos vasculares; respecto
a la neuroinflamacion, las plaquetas juegan una funcién relevante, junto a las células endoteliales y a
las células de la microglia, debido a que participan en la inflamacion cerebral inducida por el factor de
necrosis tumoral (TNF). El agotamiento de las plaquetas reduce el rodamiento leucocitario y su
adherencia al endotelio cerebral durante la inflamacion inducida por TNF (Carvalho-Tavares et al,
2000).

Por otro lado, algunos estudios in vitro y experimentos con modelos animales demostraron que
las plaquetas pueden estimular y expresar un perfil pro-inflamatorio, liberando varias citocinas en las

células endoteliales del cerebro en el curso del paludismo cerebral (Barbier ef al., 2011).
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De manera similar, la interaccidon entre las plaquetas, los leucocitos y el endotelio cerebral
pueden modular el curso de las enfermedades neuroinflamatorias, tales como apoplejia (sangrado de
un organo), enfermedad de Alzheimer y esclerosis multiple (EM). Un denominador comun entre estas
enfermedades es el plegamiento de proteinas, que puede inducir la agregacion plaquetaria con
expresion posterior de receptores activados por proliferacion del peroxisoma y la liberacion de

mediadores proinflamatorios de plaquetas (Li et al., 2015).

Neoplasia y efectos sobre la coagulacion. La presencia de plaquetas activadas por células tumorales en
el torrente sanguineo puede predisponer a los pacientes con cancer a eventos tromboticos. La
correlacion entre el cancer y el riesgo de tromboembolismo venoso (TEV), sefialada por primera vez en
1865 por el Dr. Armand Trousseau, ha sido bien documentada (Varki, 2007).

Khorana et al., (2007a y b) encontraron que los pacientes con céncer tenian un alto riesgo de
que produzcan un episodio de TEV, siendo la complicacion mdas frecuente de los pacientes
hospitalizados. Se determin6d que la probabilidad de experimentar TEV era 47 veces mayor en los
pacientes oncologicos que recibian quimioterapia. Por lo tanto, se llegd a la conclusion que el cancer
activo aumenta el riesgo de TEV entre cuatro y siete veces.

A su vez, los pacientes con cancer que presentaron recuentos plaquetarios elevados antes de la
quimioterapia, se asociaron significativamente con TEV, lo que indicaria que las plaquetas
probablemente juegan un papel importante en el desarrollo de los eventos tromboticos. Por otro lado, se
ha corroborado que los pacientes con cancer de pulmoén experimentan un riesgo elevado de
tromboembolismo venoso, siendo un trastorno que empeora la calidad de vida y puede retrasar,
interrumpir o detener completamente el tratamiento contra el cancer, provocando el deceso del paciente
(Kadlec et al.,, 2014).

Las células tumorales estimulan la coagulacion y la trombosis a través de multiples
mecanismos. El factor tisular producido por células tumorales y las MPs que derivan de ellas estimulan
la cascada de coagulacion, activando plaquetas y promoviendo la trombosis a través de la via del factor
tisular (extrinseca). Por otro lado, se encontrd que el factor del tejido plasmatico es predictivo de la
TEV en el cancer de pancreas. Las plaquetas activadas y los fosfolipidos negativamente cargados por
células tumorales también pueden estimular la coagulacion a través de la via de activacidon por contacto

(intrinseca) (Dicke & Langer, 2015).
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La IL-6 derivada de tumores y la trombopoyetina hepatica también se asocia con trombocitosis
y trombosis. Ademads, las MPs derivadas de tumores tienen una fuerte actividad procoagulante
activando a las plaquetas e induciendo agregacion y formacion de trombos, acumuldndose en el trombo
al interactuar con la selectina P, demostrando el papel integral de las plaquetas en el desarrollo del TEV
asociado al cancer (Mege et al., 2016).

La TEV y la trombocitosis son factores asociados a mal pronostico de los pacientes con cancer,
destacando la necesidad de desarrollar un método para cuantificar el riesgo de TEV en dichos
pacientes. Se ha llegado a la conclusion que podrian ser marcadores de la interaccion célula tumoral-
plaqueta la P-selectina, el factor tisular y las microparticulas para detectar signos tempranos de TEV,
asi como también los marcadores de inflamacion (proteina C reactiva) y coagulacion (D-dimero, Factor
VII) (Chadha et al., 2015).

La deteccion temprana de los factores de riesgo asociados con TEV puede influir en el uso de la
tromboprofilaxis y reducir sustancialmente la morbilidad y la mortalidad en pacientes con cancer. Dado
su papel critico en el crecimiento del tumor, la metastasis y la trombosis asociada al cancer, los
marcadores de la actividad plaquetaria deben explorarse como biomarcadores y potenciales dianas
terapéuticas para la progresion del cancer y TEV. Por lo tanto, las plaquetas juegan un papel critico en
la progresion y las metastasis del cancer y contribuyen al desarrollo de TEV. Sin embargo, atiin no esta
claro si la activacion plaquetaria y la trombocitosis son en ultima instancia el agente causante o el
resultado de la progresion tumoral. Ademas, todavia no se ha descrito el mecanismo molecular detrés
de la coagulacion inducida por plaquetas en el cancer. A medida que la investigacion avance utilizando
biomarcadores de plaquetas en el diagnostico, el pronostico y el riesgo del cancer, se podra avanzar en

el conocimiento de la dinamica plaquetaria realcionada con el cancer (Meikle et al., 2017).
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Las galectinas son proteinas con secuencias de aminoacidos compartidas caracteristicas y con
afinidad por azucares B-galactosidicos. La Gal-1 fue secuenciada en humanos a partir de diversos
organos y lineas celulares normales y neoplésicas; en nuestro laboratorio hemos purificado y
secuenciado parcialmente la Gal-1 esplénica porcina, comprobando que tiene una homologia de 80-
90% con la Gal-1 de otras especies de mamiferos. Existen numerosas evidencias de que la Gal-1
estaria implicada en la modulacion de la adhesion celular promoviéndola o inhibiéndola y/o en la
estimulacion o inhibicion de la proliferacion celular.

En cuanto a la deteccion de galectinas solubles en plasma humano, se ha observado la
presencia de Gal-3 y su aumento en pacientes con cancer gastrointestinal, de ovario, melanoma y
linfoma no Hodgkin. Estos resultados sugeririan que la Gal-3 en circulacién tendria un rol
importante en la progresion del tumor. Por lo tanto existiria la posibilidad de poder usar la
concentracion de dicha galectina como prediccion de futuras metdstasis en estos pacientes. En la
literatura existen datos sobre la presencia de Gal-1 en plasma humano a niveles muy bajos, por lo
que su purificacion y la posible formacion de complejos con otras proteinas, tanto en plasma como
en plaquetas humanas, seria un hallazgo relevante para entender su participacion en procesos de
interés clinico, tales como inflamacion, trombosis y cancer.

Se han descrito numerosos receptores para Gal-1 en diferentes células y los posibles
mecanismos por los cuales las afecta. En relacién a su participacion en el proceso hemostatico,
algunos hallazgos podrian fundamentar esa posibilidad. Se ha observado la presencia de
polimorfonucleares (PMN) en depositos de fibrina in vivo que se unen especificamente a fibrina y
pueden estar involucrados en la disolucion del coagulo. El receptor de complemento 3 (CR3;
CDIIb/CD18) de PMN funciona como receptor del fragmento proteico de complemento (C3bi) y de
Fb. La union de ambos ligandos es inhibida por un péptido basado en la secuencia de residuos
carboxilo terminal 397-411 de la cadena y de Fb, indicando que el mismo sitio es usado por ambos.
Esta es la misma region que es reconocida por el receptor de Fb de plaquetas, la GPIIb/IIa (oyp,Ps3).

Por otro lado, hay otras lectinas de la familia de las selectinas, como la P-selectina que actlia
como molécula de adhesion celular y estd presente en las plaquetas y en las células endoteliales
activadas y media la interaccion con neutrofilos y monocitos. En la inflamacién y en la trombosis, la
P-selectina puede mediar la interaccion de leucocitos con las plaquetas unidas en el lugar de injuria
tisular y con las células endoteliales activadas. A su vez, la P-selectina que se expresa en las
plaquetas activadas puede interaccionar con receptores de la pared vascular, con L-selectina y con la
proteina ligante de P-selectina PSGL-1 de linfocitos circulantes, permitiendo el rolling de los

mismos por la pared de las vénulas y el reclutamiento a los nodulos periféricos aun en ausencia de L-
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selectina.

En la superficie de las plaquetas se ha demostrado la presencia de una molécula de adhesion
como la ICAM-2 (ligando de B2-integrina) que puede jugar un rol importante en la interaccion de
leucocitos y plaquetas en la inflamacion y en la trombosis. Por otra parte se sabe que receptores de
Gal-1 descriptos en otras células como CD107a y b, y algunos miembros de la familia de las
integrinas, se encuentran presentes en plaquetas. Se ha demostrado que la Gal-1 interactua con la
subunidad B de la integrina en células de musculo liso, que son un elemento clave en el desarrollo de
la ateroesclerosis y restenosis. A su vez, se observo que la Gal-1 modula, en forma dosis dependiente
especifica, la union a B;-integrina de células de musculo liso. En forma paralela a nuestro trabajo, se
describi6 que la Gal-1 juega un rol clave en la activacion y en el funcionalismo plaquetario.

Se conoce que numerosas proteinas intervienen en el funcionalismo plaquetario; entre las
proteinas que forman parte del citoesqueleto de la membrana se encuentra la Talina (Ta). Se ha
demostrado que en plaquetas activadas con Tr, la Ta cambia su localizacion citoplasmatica y se
traslada a la membrana plasmatica, interviniendo en la adhesion plaquetaria. En células de
glioblastoma humano se ha descripto que la actina es un ligando de Gal-1. Por otra parte, se sabe que
la union de Ta a un dominio citoplasmatico de integrina es critica para inducir la activacion de
GPIIblIla por agonistas in vivo en plaquetas y que, a su vez, un pequefio porcentaje de GPIIbllla
aparece asociado directamente con filamentos de actina mediando funciones de proteinas celulares.
Asimismo, la Ta posee un dominio N-terminal FERM que une a la actina, por ello, nos proponemos
investigar la interaccion de Gal-1 con otras proteinas plaquetarias como parte de su mecanismo de
accion en plaquetas humanas.

Sin embargo, al momento de comenzar este Trabajo de Tesis, se desconocia la existencia de
Gal-1 en plaquetas humanas. Por dicho motivo, nunca se habia purificado la Gal-1 de plaquetas

humanas y plasma y tampoco se habia descripto ningun ligando de Gal-1 en las mismas.

Bajo este escenario, la hipdtesis planteada en este Trabajo de Tesis fue la siguiente:

La Gal-1 se encuentra en plaquetas y en  plasma humano e interacciona con
receptores/ligandos de la plaqueta. A su vez, la Gal-1 enddgena plaquetaria interacciona con

proteinas que participan del funcionalismo plaquetario.
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El objetivo general propuesto fue el siguiente:

Debido a que la Gal-1 tiene un rol crucial en la homeostasis celular, inflamacion y progresion
tumoral, al igual que las plaquetas, y participa del funcionalismo plaquetario interaccionando a
traves de receptores/ligandos de la misma, nuestro objetivo general fue purificar y caracterizar a la
Gal-1 plaquetaria y plasmatica humana, asi como también establecer las interacciones con

proteinas que participan en el funcionamiento de dichas células.

Objetivos especificos:

Objetivo 1: Purificacion y caracterizacion de Gal-1 en plaquetas humanas

Objetivo 2: Estudio de receptores/ligandos de Gal-1 en lisados de membrana de plaquetas humanas
Objetivo 3: Interaccion de Gal-1 con proteinas plaquetarias como parte de su mecanismo de accion
en plaquetas humanas

Objetivo 4: Purificacion y caracterizacion de Gal-1 en plasma humano
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4. Materiales y Métodos
4.1. Obtencion de Gal-1 recombinante humana (rGal-1h)
4.1.1. Transformacion de bacterias competentes

4.1.1.1. Transformacion por shock térmico

La expresion de rGal-1h se llevdo a cabo incubando 100 pl de un cultivo de bacterias
Escherichia coli BL21 (DE3) transformadas por shock térmico con 1 pl del plasmido pT7IML-1-
LGALS1 (0.46 pg/ml), conteniendo la secuencia codificante para Gal-1 humana, y el gen de
resistencia a ampicilina, gentilmente donado por la Dra. Ma. Fernanda Troncoso (Universidad de
Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Departamento de Quimica Biologica. Instituto
de Quimica y Fisicoquimica Biolédgicas Prof. Dr. Alejandro C. Paladini). Dicha incubacion se
realizd durante 30 min en hielo, seguida de 45 min a 42 °C y finalmente 2 min en hielo. Se
recuperaron las células del shock, agregando 600 pl de medio SOC, agitando posteriormente a 37
°C/1h. El medio SOC contiene peptona tripsica de caseina (Schérlau Microbiology) 20 g/l, extracto
de levadura (Schirlau Microbiology) 5 g/l, NaCl (Panreac) 0,58 g/l, KCI (Merck) 0,19 g/l, MgCl,
2,03 g/1, MgSO4 2,46 g/l y glucosa (Panreac) 3,6 g/l.

4.1.1.2. Seleccion

Las bacterias transformadas se seleccionaron en presencia de ampicilina 100 pg/ml en medio
de cultivo LB suplementado con 15 g/l de agar para bacteriologia (Schérlau Microbiology). El
medio LB contiene peptona tripsica de caseina (Schérlau Microbiology) 10 g/, extracto de levadura
(Schérlau Microbiology) 5 g/l y NaCl (Panreac) 10 g/l. Las colonias obtenidas se incubaron en

medio de cultivo LB durante toda la noche a 37 °C con agitacion.

4.1.1.3. Precultivo o cultivo semilla

Se prepar6 en medio liquido, seleccionando de la placa una colonia de Escherichia coli
transformada e incubandola en 5 ml de medio LB/Ampicilina liquido. Luego se trasvasé a un

Erlenmeyer de 400 ml con agitacion y se incubd a 37°C toda la noche.

4.1.1.4. Induccion
Se indujo la expresion de la lectina con el agregado de isopropil-tiogalactésido IPTG
(Promega, Madison, WI, Estados Unidos) en una concentracion final de 0,1 mM durante 3 h a 37 °C

con agitacion, seguidos de 1 h a 28 °C para permitir el correcto plegado proteico. Previamente se
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inocul6 el precultivo al volumen total del medio de cultivo (400 ml), se incubd aprox. 4 h., se
realizé una medida de Abs. a 600nm para establecer si el crecimiento del cultivo se encontraba en la
fase exponencial. Luego se procedio a realizar la induccion, agregando IPTG (conc. final: 0.1 mM).
Se constituyd un control negativo al cual no se le adicioné IPTG. Los cultivos se incubaron a 37 °C
durante 4 h con agitacion y cada hora se tomd 1 ml de medio con el fin de realizar la cinética de
induccion. Cada alicuota se centrifugd a 13800 x g por 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se
descarto y el precipitado se resuspendio en 5 ml de buffer de lisis PBS/EDTA, preparado mediante
la adicion de 0.4 ml de EDTA 2 mM a 100 ml de PBS.

4.1.2. Extraccion y purificacion de rGal-1h del cultivo

4.1.2.1. Cosecha

El cultivo se cosechd mediante centrifugacion a 3.500 % g durante 20 min a 4 °C, en una
centrifuga Sorvall, obteniendo el sobrenadante trasliicido. Se conservé el pellet, resuspendiéndolo
en buffer Tris-HC1 50 mM, pH 7.4, conteniendo ditiotreitol (DTT) 2 mM y fluoruro de fenilmetil-
sulfonilo (PMSF) 2 mM, debido a que si no se podia continuar el mismo dia con el protocolo, se

guardaba a 4 °C durante 24 h.

4.1.2.2. Sonicacion

La suspension celular obtenida como se describid en el item anterior, se sonico utilizando 3
ciclos de 2 min con pulsos de 9.9 segundos y cinco segundos de descanso a temperatura de 4 °C,
cada uno a un 20 % de la maxima potencia de un sonicador BRANSON Sonifier 450 (Branson
Ultrasonics, Danbury, Estados Unidos). Luego se tomd una muestra de cada réplica de sonicado con

un asa y se trasfirié a una caja de Petri con medio, para determinar el crecimiento de colonias.

4.1.2.3 Centrifugacion
El extracto bacteriano se clarifico6 mediante centrifugacion a 26.000 x g durante 45 min a 4

°C en una centrifuga Sorvall.

4.1.3. Purificacion

4.1.3.1. Separacion cromatografica
El sobrenandante se sometio a cromatografia de afinidad en una columna de lactosa-agarosa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos), aprovechando la propiedad de Gal-1 de unir B-

galactosidos. La columna se equilibré con buffer MEPBS vy la elucion se llevé a cabo con MEPBS
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conteniendo lactosa 100 mM. Las fracciones eluidas se concentraron por ultrafiltracion utilizando
filtros Amicon Ultra-15, con un tamafio de poro de 10.000 Da (Millipore Corporation, Billerica,

MA, USA) para alcanzar una concentracion maxima de rGal-1h de 2 mg/ml.

4.1.3.2. Columna de polimixina
Los eluatos de la columna de afinidad se sembraron en columnas de polimixina, equilibradas
con MEPBS-lactosa (100 mM). Una vez lavado el material no unido especificamente, se eluyeron y

el contenido proteico de cada fraccion eluida se midio por el método de Bradford (4.4.3.3).

4.2. Caracterizacion bioquimica parcial de la rGal-1h

4.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se efectuo la electroforesis en geles de PAGE en condiciones desnaturalizantes, o sea en
presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1%, seglin 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 la galectina 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 de 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 fisiologica.

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 carbonica (29 kDa), tripsindgeno (24 kDa), inhibidor del tripsindgeno (20,1 kDa) y
lactoalbtimina (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 increment6 al doble. Se utiliz6 azul de
bromofenol para visualizar el frente de corrida.

Los geles se tifieron con Coomassie Brilliant Blue o con coloracion argéntica, dependiendo

de la concentracion de proteina presente en la banda.
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4.2.1.1. Tincion de los geles con Coomassie Brilliant Blue
Los geles se tifieron a t.a. con Coomassie Brilliant Blue R-250 al 0.125% en una solucion de

metanol 50% y acido acético 10%, siendo destefiidos en una solucion de metanol 2%-4cido acético

7%.

4.2.1.2. Tincion de los geles con coloracion argéntica

Se trata de una coloracion mejorada para proteinas vegetales, ADN y ARN en geles de
PAGE (Nesterenko ef al., 1994). El método se basa en dos propiedades quimicas del S,0;”:
mejoramiento de la imagen por pretratamiento de geles fijados y formacion de complejos solubles
de Ag que eliminan el background inespecifico (coprecipitacion de sales insolubles de Ag) durante
el desarrollo de la imagen.

Los geles se tratan con 100 ml de solucion fijadora (metanol 50 ml, &cido acético 12 ml,
formaldehido 37% 50 pl, HyO c.s.p. 100 ml) durante 1 hora o una noche para prevenir difusion de
proteinas y disminuir el tono del fondo. Se lava tres veces (20 minutos cada una) con etanol 30%
para remover el acido acético y luego se sumerge en solucion de pretratamiento (S,O3;Na,.5H,O
0,03 g, H,O desionizada c.s.p. 150 ml) durante 1 minuto exacto. Se lava tres veces con agua
bidestilada durante 20 segundos cada vez para remover el exceso de S,05;”. Luego se trata con
solucion de Ag (NO3;Ag 0,2 g, formaldehido 37% 75 ul, HO desionizada csp 100 ml) durante 20
minutos y a continuacion se lava con agua bidestilada 2 veces durante 20 segundos cada una para
remover el exceso de NO3Ag, el cual podria consumir el S,057 del paso siguiente. Finalmente el gel
se sumerge en la solucion de desarrollo (Na,CO; 6 g, solucion de pretratamiento 1 ml, formaldehido
37% 50 pl, agua desionizada csp 100 ml) hasta que no aparezcan mas bandas durante
aproximadamente 2 minutos; la reaccion se detiene sumergiendo el gel en una solucién que contiene

metanol 10 ml, 4cido acético 12 ml y agua desionizada csp 100 ml, durante 10 minutos.

4.2.2. Inmunoblotting

Se efectud la transferencia electroforética de los geles de PAGE-SDS. Estos geles se
sometieron a Western blot en membranas de nitrocelulosa a 0,45 pum 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. con agitacion. Se incubd con el primer anticuerpo anti
Gal-1 [anti rGal-1h (1/1000) o anti Gal-1p (1/100)] obtenidas ambas en conejo en nuestro
laboratorio, de acuerdo al protocolo del ensayo realizado, en PBS-Tween 20 durante 1 h a t.a. A si

mismo, en base a los resultados obtenidos secuencialmente en las purificaciones de la Gal-1, tanto
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del extracto citosdlico plaquetario como del PPP, debimos probar los siguientes anticuerpos:
anticuerpo anti-haptoglobina (obtenido en conejos, Sigma) en una dilucion 1:500, anticuerpo anti-
albiimina humana (obtenido en conejos, Sigma) en una dilucion 1:1000, anticuerpo anti-talina
(obtenido en ratén, Sigma) en una dilucion 1:200 y anticuerpo anti-actina (obtenido en conejo,
Sigma) en una dilucién 1:1000. 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 dilucion 1:1000 en PBS-Tween 20 0,05%, durante 1 h a t.a. o
con anti-IgG de ratén conjugado con peroxidasa (segundo anticuerpo, Sigma) en una dilucion
1:3000 segun correspondiera en base al primer anticuerpo utilizado. Finalmente, se realizaron tres
lavados de 15 min cada uno en PBS y se desarroll6 el color con 4-cloro-1-naftol disuelto en metanol
y con H,O; 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 reaccidon y se secaron al aire.

4.3. Obtencion de anticuerpos policlonales antigalectina-1 recombinante humana
(anti-rGal-1h)

Se prepararon sueros anti-rGal-1h en conejos New Zealand, previa obtencion de las muestras
de suero preinmune, de acuerdo a lo descripto para otra galectina (Elola & Fink, 1997). El antigeno
se prepard emulsionando 300 pl de la lectina pura (conteniendo 100 pg de proteina) en un volumen
igual de adyuvante completo de Freund y se inyectd por via subcutanea. A la semana siguiente,
igual cantidad de antigeno que la utilizada en la primera inyeccion se emulsiond en adyuvante
incompleto de Freund y se inyectd por via intramuscular. Se repitieron un total de alrededor de 20
inyecciones intramusculares mas de 100 pg de lectina cada una y a intervalos de 7 dias. Asimismo,
se efectuaron sangrados periodicos, a los efectos de evaluar el antisuero por el método del
immunoblotting o dotting.

La especificidad de los antisueros anti rGal-1h se estudiaron en immunoblotting siguiendo el

método descripto por Elola y Fink (1997).

4.4. Purificacion y caracterizacion de Gal-1 en plaquetas humanas
4.4.1. Preparacion de plaquetas humanas lavadas (Pthl)

4.4.1.1. Plaquetas humanas sin leucodeplecion

Se utilizaron bolsas de plasma rico en plaquetas (PRP) o concentrados de plaquetas donados

por el Banco de Sangre, recolectindose unidades (50-100 ml cada una), con serologia no reactiva



Materiales y Métodos

para: sifilis, Chagas, brucelosis, HCV, HBV, HTLV I/ II, HIV 1+2, conservadas a 22 °C, con
agitacion continua.

Por cada purificacién realizada se procesaron de 20 a 30 bolsas de PRP, y una menor
cantidad cuando se probaban cambios en los pasos o variables de la purificacion, llevandose a cabo
18 purificaciones en total, durante este trabajo de investigacion.

Se procedi6 a centrifugar el contenido de las bolsas a 560 x g a 4 °C, durante 20 min,
obteniendo el pellet de plaquetas y el plasma pobre en plaquetas (PPP). Al pellet de plaquetas se le
agrego solucion salina hipotonica (NH4Cl 1%) 5 min a t.a. 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 sin EDTA. De esta manera se obtuvieron las plaquetas
lavadas, llevandolas luego a una concentracion de 5 x 10'"'/L (Kordich et al., 2003), previo analisis

de una alicuota en un contador automatizado Coulter.

4.4.1.2. Plaquetas humanas leucodeplecionadas

Se agregd al procedimiento descripto en 4.4.1.1 la filtracion del PRP o concentrados de
plaquetas con filtro de leucorreduccion Nanjing Shuangwei Biotechnology & Co. Ltd. (de
poliuretano altamente biocompatible, de alta eficacia, con una recuperacion del 90-95% de
plaquetas, una reduccion de leucocitos del 99.9% y una media de leucocitos residuales inferior a 2 x
10° por concentrado de plaquetas o PRP).

La leucorreduccion se realizo previo a la centrifugacion; luego se procedié como se indica en
el inciso 4.4.1.1. Se analiz6 una alicuota diluida 1/100 en un contador automatizado Coulter, como

control de la leucodeplecion realizada y para permitir los posibles calculos posteriores.

4.4.1.3. Efecto del tiempo de almacenamiento plaquetario y otras variables

Se clasificaron las bolsas de PRP o concentrados plaquetarios de acuerdo al periodo
comprendido desde su recoleccion hasta la llegada y el procesamiento de las mismas en el
laboratorio, con la finalidad de evaluar la influencia de la edad plaquetaria en la purificacion de la
Gal-1. Se realizaron las purificaciones y caracterizaciones de las bolsas de PRP separdndolas en
cuatro grupos. El grupo I incluy6 a las bolsas de PRP de 24 h, el grupo II a las bolsas de 24-48 h, el
grupo III a las bolsas de 48-72 h y el grupo IV a las bolsas de entre 72 h y una semana. También se

probaron tres buffers de lavado diferentes, dos preparados como describimos en el inciso 4.4.1.1,

buffer TRIS-HCI a pH 7,4 con y sin agregado del inhibidor plaquetario prostaglandina E1 (PGE;) y
el tercero, buffer Tyrode (140mM NaCl, 2,5 mM KCI, 0,10mM NaHCOs3 0,5 mM NaPO4H,, ImM
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MgCl,, 22mM citrato de Na, 0,1% (W/V) Glu) a pH 6,5, con (PGE;). A su vez, también se

purificaron plaquetas irradiadas y no irradiadas filtradas.

4.4.2. Obtencion del extracto citosolico plaquetario (ECP) y de las membranas
Se ensayaron dos formas de lisis plaquetaria: lisis de las membranas plaquetarias por

congelamiento-descongelamiento y con un agente lisante. Se detallan a continuacion.

4.4.2.1. Lisis de las membranas plaquetarias por congelamiento-

descongelamiento

Las plaquetas lavadas fueron adicionadas con inhibidores de proteasas (PMSF, 0.075 g/L),
E64 (1-10 uM) y pepstatina (1 uM)), luego se congelaron (-20 °C) y se descongelaron tres veces,
procediendo a centrifugarlas en centrifuga PRESVAC refrigerada a 2000 x g a 4 °C durante 2 h,

para separar el extracto citosolico de las membranas plaquetarias.

4.4.2.2. Lisis de las membranas plaquetarias con un agente lisante

Las plaquetas lavadas fueron adicionadas con inhibidores de proteasas [PMSF (0.075 g/L),
E64 (1-10 uM) y pepstatina (1 pM)], se resuspendieron en TRIS-Glicina (pH 8.7)/Triton 100 (1%),
se homogeinizaron y se agitaron durante 30 min a 4 °C, luego se centrifugaron a 2000 x g a 4 °C

durante 2 h, para separar el extracto citosolico de las membranas plaquetarias.

4.4.3. Purificacion de la galectina plaquetaria

4.4.3.1. Cromatografia de Intercambio Anionico

El extracto citosolico plaquetario se proces6 como fue descrito en el inciso 4.4.2. Las
fracciones citosolicas que se obtuvieron después de centrifugar, se sometieron a cromatografia de
intercambio i6nico utilizando DEAE-Sepharosa CL-6B como intercambiador anidnico, equilibrado
previamente en MEPBS 1:10. Se dejé una noche en agitacion; luego se lavo con MEPBS 1:10 para
eliminar los materiales no unidos y se eluyé con MEPBS 1:10, CINa 500 mM. Las fracciones

eluidas de la resina de intercambio anionico fueron luego sometidas a cromatografia de afinidad

(Ahmed et al., 1994).
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4.4.3.2. Cromatografia 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 (aproximadamente 300 ml) de MEPBS 1:10-CINa
500 mM y luego con 300 ml de MEPBS 1:10, la proteina ligada se eluy6 con lactosa 100 mM en
MEPBS. El contenido proteico de cada fraccion eluida se midi6 por el método de Bradford que se

describe a continuacion.

4.4.3.3. Determinacion del contenido proteico por el método de Bradford

La concentracion proteica de los extractos citosolicos crudos en los diferentes pasos de la
purificacion y de la galectina plaquetaria purificada, junto con los extractos de rGal-1, se
determinaron mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina sérica bovina
como estandar. Se utilizé reactivo comercial Biorad (Tabla 4.I) o reactivo propio puesto a punto
utilizando el micrométodo de Bradford (Tabla 4.IT).

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 llevé a 1L con agua destilada y se filtr6 antes de ser utilizado.

Los ensayos para determinar la concentracion proteica de los extractos crudos y purificados
de la Gal-1 plaquetaria, junto con los eluatos de rGal-1 de la columna de polimixina y la purificada,
se realizaron incubando la muestra o la proteina estdndar segin las relaciones volumétricas y
condiciones experimentales que se detallan en la Tabla 4.1 o en la Tabla 4.11, para cinco diluciones
de la albimina y de la muestra de concentracion desconocida. La absorbancia en cada tubo se leyo a
595 nm y las concentraciones desconocidas se calcularon utilizando la pendiente de la curva

estandar segun la siguiente relacion:

Concentracion incognita = Absorbancia de muestra /Factor
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Tabla 4.1. Protocolo para la determinacion del contenido proteico utilizando el reactivo de Bradford

comercial Biorad

Curva Estandar
Muestra
Tubol | Tubo 2| Tubo 3| Tubo 4| Tubo 5
Albimina* (ul) 0 (Blanco) 5 10 15 20 0
MEPBS-lac (100 mM) 800 795 790 785 780 400
Extracto crudo o Gal-1 (ul) 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 min. a t.a.

Tabla 4.I1. Protocolo para la determinacion del contenido proteico utilizando el reactivo de

Bradford propio. Micrométodo.

Curva Estandar
Muestra
Tubo 1 | Tubo 2| Tubo 3| Tubo 4| Tubo 5
Albtimina* (ul) 0 (Blanco) 10 50 75 100 0
MEPBS-lac (100mM) 100 90 50 25 0 0
Extracto crudo o Gal-1 (pul) 0 0 0 0 0 100
Reactivo de Bradford (ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000

* La concentracion de la solucion estandar de albimina empleada en este ensayo fue de 100 pg/ml.
Incubacion: 15 min. a t.a.

4.4.3.4. Almacenamiento y concentracion de la galectina purificada

4.4.3.4.1. En columnas de intercambio anionico

Se procedio a la siembra en columnas de DEAE (col. DEAE) preparadas en jeringa de
plastico de 5 ml. Sobre un piso de lana de vidrio se coloc6 1 ml de DEAE, se equilibré la columna
con MEPBS 1/10 y luego se sembro¢ el eluato de la columna de afinidad lentamente sobre la pequena
columna y se cubri6 con una solucion al 50% de glicerol en MEPBS 1/10, luego se cerr6 la columna
y se la conservo a -20 °C.

Para eluir la proteina de la minicolumna se lavé con MEPBS 1/10 para eliminar la lactosa, se
eluyo con pequenos volimenes de MEPBS-CINa 500 mM vy luego se midid la cantidad de proteina

con la técnica de Bradford.

10
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4.4.3.4.2. Dializada y Liofilizada

El eluato de la columna de lactosa-agarosa (columna de afinidad) se dializ6 frente a buffer

MEPBS1/10-Mercaptoetanol, luego se fracciond y las alicuotas se liofilizaron, conservandolas a -20

°C.

4.4.4. Caracterizacion bioquimica parcial de la galectina plaquetaria

4.4.4.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se efectud la electroforesis en geles de PAGE-SDS segun se detalla en el inciso 4.2.1.

4.4.4.2. Inmunoblotting

Se efectuo la transferencia electroforética de los geles de PAGE-SDS segun se detalla en el

inciso 4.2.2.

Tabla 4.111. Protocolo de trabajo de las purificaciones de Gal-1 a partir del extracto citosélico plaquetario (ECP).
Las purificaciones 13, 14 y 15 se efectuaron con los protocolos 1, 2 y 3 respectivamente.
Se repitid el procedimiento con las purificaciones 16, 17 y 18.

N°P|N°B | tA | F | Lac| C/| L | DEAE| D | CA| MEPBS- | MEPBS | MEPBS | EICA | Col D/| HPLC-
G D ClNa | 1Ix 1/10x DEAE| T | Ms

1 5 1I ° ° ° ° ° ° . .

2 25 1I o o ° ° ° ° ° ° °

3 24 IIT | o @ ° ° ° ° ° ° °

4 4 IIT | o @ ° o | o ° ° ° ° °

5 27 1I o o ° o | o ° ° ° ° °

6 30 11 o o ° o | o ° ° ° ° ° °

7 12 1A% ° ° ° ° . °

8 2 | ° ° ° ° ° ° °

9 28 11 o o ° o | o ° ° ° ° ° °

10 6 III | o @ ° o | o ° ° ° ° °

11 30 11 o o ° o | o ° ° ° ° °

12 20 11 o o ° o | o ° ° ° ° °

13 30 11 o o ° ° ° ° ° ° °

14 30 1I o o ° e | o ° ° ° °

15 30 11 o o ° o | o ° ° ° ° ° °

16 27 11 o o ° ° ° ° ° . .

17 27 11 o o ° o | o ° ° . .

18 27 11 o o ° o | o ° ° ° . °

N°P, numero de purificacion; N°B, nimero de bolsas; tA-G, tiempo de almacenamiento-grupo (LILILIV); F,
filtracion; Lac, agregado de lactosa; C/D, congelamiento/descongelamiento; L, lisis con agente lisante; DEAE,
cromatografia de intercambio anidnico; D, didlisis; CA, columna de afinidad; MEPBS-CINa; lavado de alta
fuerza i6nica; MEPBS 1x, lavado de alta fuerza idnica optativo; MEPBS 1/10x; lavado de baja fuerza ionica;
ELCA, elucion de la columna de afinidad; col DEAE, columna de DEAE; D/L, dialisis/liofilizacion.

11
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En la Tabla 4.I1I se representan las diferentes purificaciones, con las variaciones efectuadas
en el protocolo de obtencion de Gal-1plaquetaria a partir del ECP (protocolo 1, 2 y 3), en base a los
seguimientos realizados por western blot, de las alicuotas de cada paso.

El protocolo 1 consistid en realizar una cromatografia de intercambio anioénico (DEAE),
luego, el eluido se sembrd en la columna de afinidad (CA) y por ultimo se realizé la concentracion
en una col DEAE.

El protocolo 2 consistié en realizar una dialisis con MEPBS 1/10x-Mercaptoetanol, luego el
dializado se sembro en la CA y por tltimo se realiz6 la concentracion en una col de DEAE.

El protocolo 3 consisti6 en realizar una diélisis con MEPBS 1/10x-Mercaptoetanol, luego el
dializado se sembrod en la CA, y posteriormente se eluyd dividiendo el eluido en dos fracciones,
para luego ser analizadas por western blot.

A su vez, se realizd la determinaciéon de proteinas totales y la actividad bioldgica por

hemoaglutinacién de las alicuotas reservadas de cada paso de cada protocolo de purificacion.

4.4.4.3. Determinacion cuantitativa de la actividad hemoaglutinante de la Gal-1
plaquetaria purificada

4.4.4.3.1. 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, con agitacion periodica. Luego, los eritrocitos fueron lavados tres
veces en buffer fosfato-salina (PBS: PO,H,K/PO4HK,; 150 mM-CINa 150 mM, pH 7.2) y se fijaron
en glutaraldehido fresco al 1% durante 1 h, a t.a. con agitacion periddica. La fijacion se terminéd
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 CINa 150 mM conteniendo azida

sodica 1°/~ hasta tanto no se obtuviesen reacciones falso positivas.

4.4.4.3.2. Determinacion cuantitativa de la actividad hemoaglutinante

La cuantificacion de la actividad hemoaglutinante de la Gal-1 plaquetaria se llevo a cabo en
placas de Terasaki, utilizando GRCD preparados como se indicd anteriormente. Cada pocillo de la
placa se sembr6 con 5 pl de cada dilucion de los extractos preparados en CINa 150 mM y 5 pl de
albimina sérica bovina al 1% en CINa 150 mM. Se incubd 1 h a t.a. Se efectuaron controles de

GRCD incubados en ausencia de muestra. La lectura se realizd microscopicamente, considerandose
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como resultado negativo la formacion de un boton en el fondo del pocillo de la placa y como
resultado positivo la formacion de un manto uniforme de la suspension globular, ocupando toda la
superficie del pocillo.

Se consider6 que la mayor dilucion de una muestra que presentd hemoaglutinacion positiva
poseia una unidad hemoaglutinante (1 UH). El titulo (T) de cada extracto se expresé como la inversa
de la dilucion que resultd ser el punto final. La actividad especifica se define como el nimero de

UH/mg de proteina soluble (Ahmed H. ef al., 1996).

4.4.4.4. Analisis de la galectina obtenida por RP-HPLC-MS

Se realizd6 en colaboracion con el Instituto de Quimica y Fisicoquimica Bioldgicas
(IQUIFIB), Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA (Dra. Carlota Wolfenstein de Todel y L.
Yoshizaki).

La cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acompanada por la espectrometria de
masa (MS) es una técnica de laboratorio de quimica analitica para la identificacion, cuantificacion y
andlisis de masa de diferentes sustancias o compuestos. La MS permite la elucidacion estructural de
moléculas desconocidas a través de la fragmentacion. La HPLC utiliza la afinidad intrinseca de un
compuesto tanto para una fase movil (tipicamente un disolvente tamponado) como para una fase
estacionaria (soporte so6lido poroso con recubrimiento especializado). Esencialmente, se utiliza una
bomba para proporcionar un flujo continuo de un disolvente en el que se introduce la muestra
disuelta. Una vez que la muestra esta en el flujo de disolvente, viaja a través de una columna
analitica. Los compuestos presentes en la mezcla de muestras se separan entonces dependiendo de su
afinidad con las particulas revestidas en la columna. Después de separar los componentes de la
muestra, pasan a través de un detector de masa. La respuesta del detector de masas y el tiempo de
retencion (tiempo que tarda un compuesto en pasar del inyector al detector) del compuesto o
compuestos de interés pueden entonces compararse con un material de referencia.

Realizamos el andlisis por HPLC en fase reversa (RP-HPLC) de la solucion con la lectina,
haciéndola pasar por la columna cromatografica a través de la fase estacionaria (normalmente, un
cilindro con pequeias particulas redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie)
mediante el bombeo de liquido (fase mdvil) a alta presion a través de la columna. La muestra a
analizar es introducida en pequenas cantidades y sus componentes se retrasan diferencialmente,
dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan
por la columna. El grado de retencion de los componentes de la muestra depende de la naturaleza del

compuesto, de la composicion de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo de retencion se
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considera una propiedad identificativa caracteristica de un compuesto en una determinada fase movil
y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de cromatografias incrementa la velocidad lineal
de los compuestos dentro de la columna y reduce asi su difusion dentro de la columna, mejorando la
resolucion de la cromatografia. Los disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y el
acetonitrilo (ACN). El agua puede contener tampones, sales, o compuestos como el &cido
trifluoroacético, que ayudan a la separacion de los compuestos.

La RP-HPLC consiste en una fase estacionaria apolar y una fase movil de polaridad
moderada. Una de las fases estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia es la silica
tratada con RMe,SiCl, donde la R es una cadena alquil tal como C;gH37 o CgH;7. Nuestro trabajo se
realiz6 utilizando dos columnas, Cg y Cis. El tiempo de retencion es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente. Por lo tanto,
el tiempo de retencion aumenta con la adicion de disolvente polar a la fase mévil y disminuye con la
introduccion de disolventes mas hidrofobicos. La cromatografia de fase reversa se basa en el
principio de las interacciones hidrofobicas que resultan de las fuerzas de repulsion entre un disolvente
relativamente polar, un compuesto relativamente apolar y una fase estacionaria apolar. La fuerza
conductora en la union del compuesto a la fase estacionaria es la disminucion del area del segmento
apolar del analito expuesto al disolvente. Este efecto hidrofobico estd dominado por el aumento de la
entropia y la consecuente disminucion de la energia libre, asociada con la minimizacién de la
interfase compuesto-disolvente polar. El efecto hidrofébico disminuye con la adicion de disolvente
apolar a la fase movil. Esto modifica el coeficiente de particion de forma que el compuesto se mueve
por la columna y eluye.

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy importante en la retencion.
El tiempo de retenciéon aumenta con el drea de superficie hidrofobica, que suele ser inversamente
proporcional al tamafo del compuesto.

En nuestro trabajo, utilizamos una columna Vydac C8, de 1,0 mm x 30 mm, operando a 40
puL/min, conectada a un Sistema Surveyor HPLC on-/ine con un espectrémetro de masas LCQ Duo
(ESI Ion Trap) (Thermo Fisher, San José, CA, EE.UU.). Se vari6 la composicion de la fase movil
durante el andlisis (elucion en gradiente). Por lo tanto, las proteinas se eluyeron usando un gradiente
de 10 a 100% de disolvente, acido acético al 2% y 96% de acetonitrilo (ACN) durante 15 min. Dicho
gradiente separa los componentes de la muestra como una funcion de la afinidad del compuesto por la
fase movil utilizada respecto a la afinidad de la fase estacionaria. La caracterizacion de proteinas fue
realizada por Full Scan 300-2000 amu y programa de deconvolucion ProMass.

La espectrometria de masas (MS) es una técnica de andlisis que permite determinar la

distribucion de las moléculas de una sustancia en funcion de su masa. El espectrometro de masas es
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un dispositivo que permite analizar con gran precision la composicion de diferentes elementos
quimicos e isotopos atomicos, separando los niicleos atdmicos en funcion de su relacion entre masa y
carga (m/z). Puede utilizarse para identificar los diferentes elementos quimicos que forman un
compuesto o para determinar el contenido isotdpico de diferentes elementos en un mismo compuesto.
El espectrometro de masas mide razones masa/carga de iones, calentando un haz de material del
compuesto a analizar hasta vaporizarlo e ionizar los diferentes dtomos. El haz de iones produce un
patron especifico en el detector, que permite analizar el compuesto.

La fraccion purificada de Gal-1 se redujo, fue carbamidometilada y digerida con tripsina en
una relacion 1:20 enzima / sustrato en urea 2 M, 0,1 M de bicarbonato aménico (pH 8,0) a 37 °C
durante 20 h (Stone et al., 1989). Los péptidos se separaron por RP-HPLC. El procedimiento se
realizé en una columna Vydac C18, 250 x 1 mm (76 min de gradiente) conectado a un Espectrometro
de Masa LCQ Duo ESI-IT (ThermoFisher, San José, CA, EE.UU.). El detector fue operado en el
modo dependiente de datos para tener una conmutacion automatica entre MS y la adquisicion de MS /
MS, detectando una exclusién selectiva de tres iones precursores mas intensos obtenidos por
fragmentacion mediante la disociacion inducida por colision (CID).

Se utilizaron masas peptidicas y datos MS/MS para la identificacion, comparando los datos
experimentales con los datos tedricos, calculados a partir de bases de datos de secuencias

denominados algoritmos de busqueda en tdindem MS: Mascot y Sequest.

4.4.4.4.1. Digestion enzimatica y analisis por RP-HPLC-MS

4.4.4.4.1.1. Digestion enzimatica en gel

Se procedi6 a cortar las bandas de interés del gel con bisturi, inmediatamente después del
decolorado con metanol 30%. Luego se agregd acetonitrilo, se centrifugd y se descarté el liquido,
colocandose luego en Speed Vac hasta que el gel tuviera aspecto de ceramica. Se utilizo ditiotreitol
10 mM para reducir los puentes disulfuro de la proteina y luego se bloquearon los mismos con
iodoacetamida 55 mM. Se adiciono la tripsina en buffer NH4sHCO; 50 mM (pH 8.0) de manera de
lograr una concentracion de 12 ng/ul, incubando la muestra a 37 °C durante 24 h (Stone et al., 1989).
La extraccion de los péptidos formados se realiz6 en NH4HCO; con el agregado posterior de
acetonitrilo, agitando y sonicando cada vez. Luego el material fue inyectado en el equipo de HPLC-

masa.
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4.4.4.4.1.2. Digestion enzimatica en solucion
La metodologia fue similar a la detallada en el inciso 4.4.4.4.1.1, pero se partio de la proteina

purificada en solucion.

4.5. Estudio de la co-localizacion de la Gal-1 y actina en plaquetas humanas por
Microscopia Confocal (MC)
4.5.1. Preparacion de Pthl para los ensayos de MC

Las muestras de sangre se obtuvieron de individuos sanos (n = 12), sin ingesta de
medicamentos durante los 10 dias previos a la toma de muestra. El muestreo se realizd por puncioén
venosa directamente en tubos de plastico que contenian anticoagulante (3,8 g% citrato de sodio, 9:1).
La sangre entera se centrifugd6 a 100 x g durante 10 min., el PRP se separ6 de la parte superior y se
tratd como se describe en el inciso 4.4.1.; las Pthl se resuspendieron a una concentracion de 5 x

10"/L en PBS (Kordich et al., 2003).

4.5.2. Co-localizacion de Gal-1 y actina en Pthl por MC

Se incubaron 5 x 10'/L Pthl con Tr 0,2 UI/ml (Wiener Lab., Rosario, Argentina) entre 15
y 180 s a 37°C, con la finalidad de obtener suspensiones de plaquetas activadas, la activacion fue
inhibida por el agregado de una gran cantidad de volumen de solucion de lavado (PBS), seguido por
centrifugacion. Las Pthl en reposo y activadas se fijaron con una solucioén de formaldehido al 5%, pH:
6,5, durante 5 min. En este punto se probaron dos opciones experimentales diferentes, la experiencia
1 (Exp1)ylaExp2.

La Exp 1 consisti6 en fijar las Pthl en portaobjetos en atmdsfera huimeda a t.a. durante 24 h,
y luego se continu6 con el protocolo (Tabla 4.1V).

La Exp 2 consistio en fijar las Pthl en tubo, se permeabilizaron con 0,5% de Triton X-100 en
PBS-BSA al 1% durante 5 min., finalmente se colocaron en portaobjetos y se incubaron en atmdsfera
hiimeda 15 min. a t.a. Luego se continu6 con el protocolo (Tabla 4.1V).

Las Pthl en reposo y activadas (50 uL) se incubaron con el primer anticuerpo [anti-Gal-
1/100 (cabra) en PBS-0,1% de albumina] y/o con phalloidin-TRITC separado o simultineamente
durante 1 h a t.a. Después de tres lavados con PBS, se incub6 con anti-cabra-IgG FITC [1/400 en
PBS-0, 1% BSA), Sigma, St. Louis, EE.UU.] durante 1h a t.a. El control de la unién no especifica del

segundo antisuero se realizé con PBS.
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Se observaron las muestras y se fotografiaron en una Olympus FV1000, con el objetivo 100
x y el empleo de dos laseres de diodo en estado solido a 473 nm (15 MW) para FITC y 635 nm (29
MW) para TRITC (Tabla 4.1V).

Tabla 4. IV. Protocolo de trabajo de los experimentos de colocalizacion Gal-1/actina por MC.

Tubo| Referencia Pthl | Pthla | Fijacion | Exp. Perm. | Phalloidin-| Ac a Gal-1 | Ac a cabra
TRICT (cabra) FITC
1 R.PDTayGal-1| e ° 1 ° ° ° )
2 R. PD Gal-1 ° ° ) °
3 R.PD Ta ° ° 2 ° ° °
4 A. PD Tay Gal-1 [ ° ° ° ° °
Etapas realizadas en tubos Etapas realizadas en portaobjetos

R, reposo; A, activacion; Pthl, plaquetas humanas; Pthla, plaquetas humanas activadas, PD, patron de
distribucion; Ta, talina; Gal-1, galectina-1 endogena plaquetaria; Exp. 1 y 2, dos opciones experimentales
probadas detalladas en el inciso 4.4.5.2; Perm., permeabilizacion. Phalloidin-TRICT, marcador de actina;
primer anticuerpo para la deteccion de Gal-1, Ac a Gal-1(cabra); segundo anticuerpo, Ac a cabra FITC.

4.6. Estudio de la interaccion de Gal-1 con otras proteinas plaquetarias como
parte de su mecanismo de accion en plaquetas humanas por IFI

4.6.1. Preparacion de Pthl para realizar los ensayos de IFI

Las muestras de sangre se obtuvieron de individuos sanos (n= 10), que no hubieran ingerido
medicacion durante los diez dias previos al dia de la toma de muestra, por puncién venosa
directamente en tubos plasticos conteniendo anticoagulante (citrato de sodio 3,8 %, 9:1).

La sangre entera se centrifugd a 100 x g durante 10 min y se separ6 el PRP de las 2/3 partes
superiores y se tratd como se describe en el inciso 4.4.1. Las Pthl se resuspendieron a una

concentraciéon 5 x 10''/L en PBS (Kordich et al., 2003).

4.6.2. Patron de localizacion de talina y actina en Pthl en reposo o activadas con

Tr, adicionadas con Gal-1, por IFI
La accion de la Gal-1 a través de sus ligandos plaquetarios fue estudiada en plaquetas en
reposo, activadas con 0.2 U/ml de Tr durante 2 min, o adicionadas con Gal-lp, en una
concentracion subagregante determinadas en ensayos previos (0.5 uM) durante 30 min, revelando

independientemente con anti-Gal-1p y anti-Ta, mediante IFI (Tabla 4.V).
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Tabla 4.V. Protocolo de trabajo de los experimentos de localizacion de Ta y Gal-1 en Pthl en reposo o
activadas con Tr, adicionadas con Gal-1p, por IFI.

Tubo | Ref. Pthl | Pthla | Activ.(Tr | PBS | Lav. Fijac. | Anti-Ta Anti-Gal-1 | Incub. | 1.Anti | 2.Anti
0 (raton) (conejo) ratébn | conejo
IgG- IgG-
rGal-1h) FICT | FICT
1 IE, ° . °
3 Lav. | Form. 37°C/
con % 30 min
2 1E, ° ° PBS | PH6,5 °
en
PBS
3 R. ° ° 5 min ° °
PD Ta Cent. ¢/ 2 Lav.
Lav./10 con
4 R. min PBS
PDGal-1 | ¢ . . .
5 R.
rGal-1h ° * . .
In
PD Gal-1
6 A.Tr
PD Ta ° ° ° °
7 A.Tr
PD Gal-1 * * ¢ ¢
8 A.
rGal-1h ¢ ¢ ¢ ¢
PD Gal-1
9 A.
rGal-1h ¢ ¢ ¢ ¢
PD Ta
Etapas realizadas en tubos Etapas realizadas en portaobjetos

Ref., referencias; IE; y IE,, controles de inespecificidad de los segundos anticuerpos 1 y 2 respectivamente; R.
reposo; A. activacion; rGal-1h, galectina 1 recombinante humana; rGal-1hln, galectina 1 recombinante humana
inhibida con Lac (50pug/pl) 30 min a t.a.; Tr, trombina; Gal-1, Gal-1 endogena plaquetaria; Ta, talina; Pthl,
plaquetas humanas lavadas; Pthla, plaquetas humanas lavadas activadas; PBS, Buffer fosfato salino, CINa 150
mM; primeros anticuerpos: Anti-Ta (ratén) y Anti-Gal-1 (conejo); segundos anticuerpos: Anti-ratéon IgG-FICT
y Anti-conejo IgG-FICT; PD, patron de distribucion.

Las Pthl (50 pL) se fijaron en portaobjetos con formaldehido (5%, pH 6,5) durante 5 min y
se procedi6 a la incubacion con el primer anticuerpo antigalectina-1 porcino (anti Gal-1p) o
antigalectina -1 recombinante humana (anti rGal-1h) obtenidos en conejos en nuestro laboratorio
(Gonzélez, 2008 y 2012 respectivamente) y anticuerpo antitalina (anti Ta) monoclonal obtenido en
ratones (Sigma) durante 30 min a 37°C. Se realizaron tres lavados con PBS. Luego se incubo con el
segundo anticuerpo anti-conejo IgG-FICT (Sigma) y anti-raton IgG-FICT (Sigma), durante 30 min a
37°C, se lavd con PBS (buffer fosfato salino) y se observo en microscopio de epifluorescencia Nikon

Eclipse E400 (Nikon Corp., Kawasaki JP) (Tabla 4.V).
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4.7. Estudio de receptores / ligandos de Gal-1 en lisados de membrana de
plaquetas humanas

4.7.1. Inmovilizacion de la Gal-1

Para la inmovilizacion de la Gal-1 se utiliz6 el protocolo descripto por Walzel et al., 1999.

4.7.2. Enriquecimiento del receptor / ligando a partir del lisado de membranas

plaquetarias producido por la interaccion con Gal-1

Las membranas plaquetarias se obtuvieron como se describio en el inciso 4.4.2. El pellet
resultante se lis6 con una solucion de MEPBS-EDTA (pH 7.2) adicionada con el detergente Tergitol-
tipo NP-40 y con un coctel de inhibidores de proteasas. Luego se centrifugé a 2.000 x g durante 1
hora a 4 °C. El sobrenadante se incub6d con Gal-1 durante 1 hora a 4 °C. Luego se siguid la técnica

segun el protocolo descripto por Walzel et al., 1999.

4.8. Purificacion y caracterizacion de Gal-1 en plasma pobre en plaquetas (PPP)
Se obtuvo el PPP con la técnica descripta en el inciso: 4.4.1.1 y luego se procedio a purificar
la Gal-1 y caracterizarla siguiendo el protocolo detallado en los incisos 4.4.3 y 4.4.4. Luego se
derivaron las proteinas identificadas como Gal-1, en gel y liofilizadas, al Instituto de Investigaciones
Bioldgicas Clemente Estable, Facultad de Ciencias, Unidad de Bioquimica y Protedémica; Instituto
Pasteur de Montevideo, para realizar la identificacion de proteinas por mapeo peptidico mediante

analisis MS y MS/MS (equipo Maldi-Tof-Tof).
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5. Resultados
5.1. Obtencion de rGal-1h
5.1.1. Transformacion bacteriana

5.1.1.1. Transformacion por shock térmico

Se procedi6 segun se detalla en el inciso 4.1.1.1.

5.1.1.2. Seleccion

Se procedi6 segln se detalla en el inciso 4.1.1.2.

5.1.1.3. Precultivo

Se procedi6 segun se detalla en el inciso 4.1.1.3.

5.1.1.4. Induccion

Se procedi6 segln se detalla en el inciso 4.1.1.4.

5.1.2. Extraccion y purificacion de rGal-1h del cultivo

5.1.2.1. Cosecha

Se procedi6 segun se detalla en el inciso 4.1.2.1.

5.1.2.2. Sonicacion

Se procedi6 segun se detalla en el inciso 4.1.2.2.

5.1.2.3. Centrifugacion

Se procedi6 segun se detalla en el inciso 4.1.2.3.

5.1.3. Purificacion de rGal-1h
5.1.3.1. Columna de afinidad

Se procedi6 segun se detalla en el inciso 4.1.3.1.
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5.1.3.2. Columna de polimixina

Se procedi6 segun detalla en el inciso 4.1.3.2.

5.2. Caracterizacion bioquimica parcial de la rGal-1h
5.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los resultados obtenidos de la corrida electroforética realizada en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes, de las purificaciones de rGal-1h junto a los marcadores de peso

molecular se observan en la siguiente figura (Fig. 5.1).

66 kDa

45 kDa
36 kDa
29 kDa

24 kDa

20,1 kDa

14,2 kDa

A B C D

Figura 5.1. SDS-PAGE de rGal-1h en condiciones desnaturalizantes. A) Los estandares de peso molecular
utilizados corresponden a albimina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa), tripsinégeno (24 kDa), inhibidor del tripsinégeno (20,1
kDa) y a-lactoalbumina (14,2 kDa). B), C) y D) Distintas purificaciones de rGal-1h. Revelado con coloracion
argéntica.

5.2.2. Inmunoblotting

Se transfirieron los geles de SDS-PAGE de acuerdo a lo descripto en la seccion 4.2.2. En la Fig.
5.2. se muestran los resultados obtenidos de un inmunoblotting de la rGal-1h donde se observan dos

bandas de una purificacion, una de 14,5 kDa (mondmero) y otra de 29 kDa (dimero).
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29 kDa

| 14,5kDa

Figura 5.2. Inmunoblotting de rGal-1h proveniente de una purificacion. El gel de SDS-PAGE fue
transferido a nitrocelulosa e incubado con anticuerpo policlonal anti-rGal-1h (Dil.= 1/5.000), y como 2°
anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa (1/1.000). Revelado con 4-cloro-1-naftol como sustrato.

5.3. Obtencion de anticuerpos policlonales anti rGal-1h

Se obtuvieron los anticuerpos anti rGal-1h segtn el detalle del inciso 4.3. El titulo a utilizar se
determiné mediante dotting, realizando diluciones de rGal-1h y del anticuerpo, obteniendo titulos de

hasta 1/20.000 (Fig.5.3)

rGal-1h

€ € @ ® . 2,1 ng/ul

¥

0,21 ng/ul

o —— : — —

1/100 1/200 1/500 1/1000 1/5000 1/10000 1/20000

Figura 5.3. Dotting de anticuerpos anti rGal-1 h proveniente de sueros de conejo. Nitrocelulosa sembrada
con dos concentraciones de rGal-1h (2,1 y 0,21 ng/pl), incubada con anticuerpo policlonal anti-rGal-1h (Dil.=
1/100, 1/200, 1/500, 1/1.000, 1/5.000, 1/10.000 y 1/20.000), y como 2° anticuerpo anti IgG de conejo conjugado
con peroxidasa (1/1.000). Revelado con 4-cloro-1-naftol como sustrato. rGal-1h: galectina-1 recombinante
humana.
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5.4. Purificacion y caracterizacion de Gal-1 en plaquetas humanas
5.4.1. Preparacion de plaquetas humanas lavadas (Pthl)

5.4.1.1. Plaquetas humanas sin leucodeplecion

Se procedi6 segtn protocolo detallado en el inciso 4.4.1.1. En la Fig. 5.4 se muestra el resultado
del andlisis de una alicuota del preparado de Pth sin leucodeplecion en el contador Coulter de nuestro
laboratorio. Se observo en el histograma de globulos blancos, que restaban leucocitos luego de la

separacion y lavado plaquetario.

LI'S I
Lm - .
LINPHOPENTA GRAVULOPENIA WC 108 Figura 5.4. Histograma de
o3k )
WoSER Pth sin leucodeplecion.
i & BN
2 n R R
Py BAE .2
W | W W
ANISO MICRO HYPO RBC .04
SUSPECT: NRBC Het .0
AGNORMAL DISTRIBUTION BT 3
MY T3.5
H WH 0.0
k.
H g HHC 0.0
z
HE
Q 8 RN 12.0%
we s i 0 £
SUSPECT: PLT CLUMPS
Bidil. -
]
~ 7.9
G, IO N I i)
AT 2 I ] FENTOLITERS
0P CO0ES B K18 OFF 1B LIKIT OUT #RAT MOT ROY

5.4.1.2. Plaquetas humanas leucodeplecionadas

Se procedio segun protocolo detallado en el inciso 4.4.1.2. En la Fig 5.5 se muestra el resultado
del andlisis de una alicuota del preparado de Pth leucodeplecionadas en el contador Coulter de nuestro
laboratorio. Los primeros dos histogramas, de globulos blancos y de globulos rojos demuestran que no
se hallaban dichas células en la alicuota procesada. El tercer histograma pertenece a las plaquetas, se

observo la distribuciéon homogénea de las Pth leucodeplecionadas.
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Fig.5.5. Histograma de Pth
leucodeplecionadas.

5.4.1.3. Efecto del tiempo de almacenamiento plaquetario y otras variables

Mediante la caracterizacion bioquimica parcial de la lectina purificada (detallado en el inciso
4.4.4), pudimos comprobar que la edad plaquetaria, el pH, la irradiacion y la presencia del inhibidor
(PGE)) en los diferentes buffers utilizados, no influian en los resultados de la purificacion de la Gal-1
plaquetaria humana. Obtuvimos tres bandas: 14,5 kDa (Gal-1 monomero), 29kDa (Gal-1dimero) y
55kDa (Fig. 5.6).
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Figura 5.6. SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes, de distintas purificaciones de Gal-1 plaquetaria,
separadas segun la edad (B: plaquetas de 24 h (grupo I), C: entre 24-48 h (grupo II), D: 48-72 h (grupo III) y
E: 72 h-1 semana (grupo IV). A. Estandares de peso molecular utilizados: albumina bovina (66 kDa),
ovoalbimina (45kDa), gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (36kDa), anhidrasa carbonica (29kDa),
tripsindgeno (24kDa), inhibidor del tripsindgeno (20,1kDa) y a-lactoalbumina (14,2kDa). B, C, D y E:
Purificaciones de Gal-1plaquetaria. Revelado con coloracion argéntica. SDS: dodecil sulfato de sodio, PAGE:
gel electroforético de poliacrilamida.

55 kDa

1

Figura 5.7. Inmunoblotting de Gal-1 plaquetaria proveniente de una purificacion (grupo II). Las
purificaciones del resto de los grupos (I, III y IV), dieron el mismo resultado. El gel de SDS-PAGE fue
transferido a nitrocelulosa e incubado: 1. Con anticuerpo anti-Actina (Dil = 1/1.000) y 2. Con anticuerpo
policlonal anti-rGal-1h (Dil.= 1/5.000), y como 2° anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa
(1/1.000). Revelado con 4-cloro-1-naftol como sustrato. SDS: dodecil sulfato de sodio, PAGE: gel
electroforético de poliacrilamida.
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5.4.2. Obtencion del extracto citosolico plaquetario y de las membranas

Se ensayaron dos formas de lisis plaquetaria: por congelamiento-descongelamiento y por accion

de un agente lisante.

5.4.2.1. Lisis de las membranas plaquetarias por congelamiento-descongelamiento

Se procedio6 seglin técnica detallada en el inciso 4.4.2.1.

5.4.2.2. Lisis de las membranas plaquetarias con un agente lisante

Se procedi6 segun técnica detallada en el inciso 4.4.2.2.

5.4.3. Purificacion de la galectina plaquetaria

5.4.3.1. Cromatografia de Intercambio Anionico

Se procedi6 seglin protocolo detallado en el inciso 4.4.3.1.

5.4.3.2. Cromatografia de afinidad

Se procedio seglin técnica detallada en el inciso 4.4.3.2.

5.4.3.3. Determinacion del contenido proteico por el método de Bradford

1). Reactivo comercial (Biorad)

Tabla 5.1. Curva de calibracién del reactivo de Bradford comercial. R (coeficiente de variaciéon)=0.9848; A
(ordenada al origen)=0.189; B (pendiente) =0.036.

Conc. Alb. (ug/ml) Abs. (595 nm)
0 0
6.3 0.428
12.5 0.646
18.8 0.784
25.0 1.124
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Abs. (595 nm)

0 ] 1 1 1 1 i
0 2 1 15 320 25

Conc. Alb. (ng/ml)

Figura 5.8. Regresion lineal de la curva de calibracion del reactivo de Bradford comercial.

2). Reactivo de preparacion propia

Tabla 5. I1. Curva de calibracion del reactivo de Bradford de preparacion propia. R = 0.9994; A=0.0066;

B=0.0311.
Conc. Alb. (ug/ml) Abs. (595 nm)
0 0
10 0.033
50 0.303
75 0.453
100 0.627
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Figura 5.9. Regresion lineal de la curva de calibracion del reactivo de Bradford de preparacion
propia.

5.4.3.4. Almacenamiento y concentracion de la galectina purificada

5.4.3.4.1. En columnas de intercambio anionico

Se procedi6é como se describe en el inciso 4.4.3.4.1.

5.4.3.4.2. Liofilizada

Se procedi6 como se describe en el inciso 4.4.3.4.2.

5.4.4. Caracterizacion bioquimica parcial de la galectina plaquetaria

5.4.4.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se realizo la corrida electroforética en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
del marcador de PM , de las alicuotas de cada paso de cada purificacion de Gal-1 plaquetaria realizada

y del purificado final, n = 18.
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5.4.4.2. Inmunoblotting

En las Fig. 5.10, 5.11 y 5.12, se muestran los inmunoblotting de las alicuotas de cada paso de
los tres protocolos realizados (1, 2 y 3) de tres purificaciones diferentes.

La Fig. 5.10 muestra el inmunoblotting del protocolo 1, realizando los pasos de la purificacion

detallada en el inciso 4.4.3.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 5.10. Pasos de la purificacion de Gal-1 plaquetaria. Protocolo 1. Linea 1, marcador de PM;
Linea 2, rGal-1h (control); Linea 3, ECP previo DEAE; Linea 4, ECP no pegado al DEAE; Linea 5,
primer lavado con MEPBS 1/10x del DEAE; Linea 6, eluido del DEAE con MEPBS-CINa; Linea 7, no
pegado a la CA; Linea 8, eluido de la col DEAE; Linea 9, primer lavado con MEPBS-CINa de la CA;
Linea 10, segundo lavado con MEPBS 1/10x de la CA. Todas las lineas fueron incubadas con anti rGal-
l1h .como primer anticuerpo. Luego se procedié a incubar con el segundo anticuerpo, anti IgG
peroxidasa. Revelado con 4-cloro-1-naftol como sustrato. SDS, dodecil sulfato de sodio; PAGE, gel
electroforético de poliacrilamida; ECP, extracto citosolico plaquetario; MEPBS, buffer de fosfatos; CA,
columna de afinidad; col DEAE, columna de intercambio anionico.

11
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La Fig. 5.11 muestra el inmunoblotting del protocolo 2, realizando los pasos de la purificacion
detallada en el inciso 4.4.3 con algunos cambios al protocolo 1 original, en base a los resultados de la

Fig. 5.10.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 5.11. Pasos de la purificacion de Gal-1 plaquetaria. Protocolo 2. Linea 1, marcador de PM;
Linea 2, rGal-1h (control); Linea 3, ECP previo D; Linea 4, ECP post- D; Linea 5, no pegado CA;
Linea 6, primer lavado CA con MEPBS 1x; Linea 7, segundo lavado CA con MEPBS 1/10x; Linea 8,
eluido de la CA con MEPBS-lactosa; Linea 9, no pegado col DEAE; Linea 10, eluido col DEAE con
MEPBS-CINa. Todas las lineas fueron incubadas con anti rGal-1h como primer anticuerpo. Luego se
procedid a incubar con el segundo anticuerpo, anti IgG peroxidasa. Revelado con 4-cloro-1-naftol
como sustrato. SDS, dodecil sulfato de sodio; PAGE, gel electroforético de poliacrilamida; ECP,
extracto citosolico plaquetario; MEPBS, buffer de fosfatos; CA, columna de afinidad; col DEAE,
columna de intercambio anidnico; D, dialisis.

12
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La Fig. 5.12 muestra el inmunoblotting del protocolo 3, realizando los pasos de la purificacion
detallada en el inciso 4.4.3 con algunos cambios realizados al protocolo 1 y 2, en base a los resultados

de la Fig. 5.10 y Fig. 5.11.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 5.12. Pasos de la purificacion de Gal-1 plaquetaria. Protocolo 3. Pasos de la purificacion de
Gal-1 plaquetaria. Protocolo 3. Linea 1, marcador de PM; Linea 2, rGal-1h (control); Linea 3, ECP
previo D; Linea 4, ECP post- D; Linea 5, no pegado CA; Linea 6, primer lavado CA con MEPBS
1x; Linea 7, segundo lavado CA con MEPBS 1/10x; Linea 8, 1°cluido de la CA con MEPBS-
lactosa; Linea 9, 2°eluido de la CA con MEPBS-lactosa; Linea 10, no pegado col DEAE. Todas las
lineas fueron incubadas con anti rGal-1h como primer anticuerpo. Luego se procedid a incubar con
el segundo anticuerpo, anti IgG peroxidasa. Revelado con 4-cloro-1-naftol como sustrato. SDS,
dodecil sulfato de sodio; PAGE, gel electroforético de poliacrilamida; ECP, extracto citosolico
plaquetario; MEPBS, buffer de fosfatos; CA, columna de afinidad; col DEAE, columna de
intercambio anidnico: D. dialisis.

Se considero el protocolo 3 para la purificacion de la Gal-1 plaquetaria, por lo que, se procedid
a realizar el western blot del ECP purificado, post D/L, reconstituido con MEPBS 1/10x. Se efectu6 la
transferencia electroforética de los geles de PAGE-SDS (Fig. 5.13.A) de acuerdo a lo descripto en el
inciso 4.4.4.2 (Fig. 5.13.B).

13
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Figura 5.13. Western blot de la Gal-1 plaquetaria. A. SDS- PAGE de Gal-1 plaquetaria. Linea 1: los
estandares de peso molecular utilizados estan indicados con flechas: albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina
(45 kDa), gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa), tripsinégeno (24
kDa), inhibidor del tripsinogeno (20,1 kDa) y a-lactoalbumina (14,2 kDa); Lineas 2 y 3: Gal-1plaquetaria D/L
reconstituida para sembrarla en gel, purificada con el protocolo 3; Linea 4: rGal-1h (Control); Linea 5, actina
(Control). B. Inmunoblotting. Los geles de SDS-PAGE fueron transferidos a membrana de nitrocelulosa;
Lineas 2 y 3, Gal-lplaquetaria revelada con anticuerpo anti-Actina y anticuerpo policlonal anti-rGal-1h
respectivamente como primer anticuerpo; Linea 4, rGal-1h incubada con anticuerpo policlonal anti-rGal-1h
(Control) como primer anticuerpo; Linea 5, Actina incubada con anticuerpo anti-Actina (Control) como primer
anticuerpo. Luego se procedid a incubar con el segundo anticuerpo, anti IgG peroxidasa. Revelado con 4-cloro-
I-naftol como sustrato. SDS: dodecil sulfato de sodio, PAGE: gel electroforético de poliacrilamida.

El rendimiento de cada purificacion fue 6-10 x10™? mg aproximadamente de proteina eluida/
plaqueta humana. Fue calculado en base al numero de Pthl totales de cada purificacion (recuento
plaquetario de una alicuota diluida 1/100, realizado en el contador Coulter, inciso 4.4.1.2) y la
concentracion determinada por el método de Bradford detallado en el inciso 4.4.3.3. Cabe senalar que
el eluato contiene Gal-1 y actina por lo que la cantidad de Gal-1 no se pudo determinar con certeza

La Fig. 5.13 muestra los resultados obtenidos por SDS-PAGE de la fraccion purificada de Gal-
1 plaquetaria mediante la técnica descripta previamente (inciso 4.4.3), modificada de acuerdo al
protocolo 3. Se observan las bandas de 14,5 kDa, 29 kDa y 55 kDa, en el gel y en el inmunoblotting.
Las bandas de 14,5 kDa y 29 kDa correspondian a la fraccion monomérica y dimérica de la Gal-1
plaquetaria, respectivamente, y la de 55 kDa, gener6 un interrogante sobre la identidad de la banda. Por
lo que, frente a este hallazgo, pensamos en que podria tratarse de la Gal- 1 unida a otra proteina.

Probamos revelar el inmunoblotting con otros anticuerpos como: anticuerpo anti-Albumina, anti-

14
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Haptoglobina y anti-Talina, resultaron negativos, por lo que, analizando el PM de la banda, y la
bibliografia, pensamos en la actina. Probamos entonces con el anticuerpo anti-actina, dandonos un

resultado positivo (Fig.5.13).

5.4.4.3. Determinacion cuantitativa de la actividad hemoaglutinante de la Gal-1

plaquetaria purificada

La cuantificacion de la actividad hemoaglutinante de la Gal-1 plaquetaria, se llevo a cabo en

placas de Terasaki, utilizando GRCD preparados como se indic6 en el inciso 4.4.4.3.1 (Fig. 5.14).
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Figura 5.14. Cuantificacion de la actividad hemoaglutinante de la Gal-1 plaquetaria purificada. En
microplaca en U, se incubaron los GRCD con diluciones crecientes de la lectina, de izquierda a derecha; A.
Control negativo, GRCD incubados en ausencia de Gal-1.; B. Gal-1 plaquetaria, concentracion de Gal-
Iplaquetaria: 25pug/ml. Actividad especifica: 3.019 UH/mg; C. Control positivo (rGal-1h). Concentraciéon de
rGal-1h empleada: 25pg/ml. Actividad especifica: 51200 UH/mg.

5.4.4.4. Analisis de la galectina obtenida por RP-HPLC-MS
Se analizaron los graficos obtenidos por RP-HPLC-MS, dilucidando el hallazgo de la Gal-1 y la

actina, corroborando la co-purificacion de las mismas obtenida previamente mediante la caracterizacion

realizada por western blot.

5.4.4.4.1. Digestion enzimatica y analisis por RP-HPLC-MS
5.4.4.4.1.1. Digestion enzimatica en gel

15
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Se procedid como se detalla en el inciso 4.4.4.4.1.1 para poder inyectar el material en el equipo

de RP-HPLC-MS.

5.4.4.4.1.2. Digestion enzimatica en solucion

La metodologia fue similar a la detallada en el inciso 4.4.4.4.1.1, pero se partio de la proteina
purificada en solucion.

Con respecto al analisis por RP-HPLC y MS, la Fig. 5.15 muestra los resultados obtenidos; en
la Fig. 5.15. A. se observa la RP-HPLC de Gal-1 plaquetaria; y en la Fig. 5.15. B. el andlisis por MS
por electropulverizacion del primer pico de elucion de RP-HPLC, muestra tres especies moleculares
con masas de 14.777, 14.853 y 14.929 respectivamente, correspondientes a la Gal-1 y sus derivados.
Estos valores difieren exactamente por 76 entre si, compatible con la formacion de derivados con el B-
mercaptoetanol agregado en el procedimiento de purificacion. Las condiciones experimentales

utilizadas tanto para RP-HPLC y MS fueron detalladas en el inciso 4.4.4.4.
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Fig. 5.15. A. Cromatografia RP-HPLC de Gal-1 plaquetaria. B. Analisis de espectrometria de masas del primer
pico obtenido por RP-HPLC (Fig. 5.9. A.) en un espectrometro de masas. La caracterizacion de proteinas fue
realizada por analisis completo utilizando el programa ProMass.

16



Resultados

Las masas de las proteinas presentes en el segundo pico de elucion de la cromatografia RP-
HPLC, no pudieron ser determinadas por el procedimiento utilizado en el primer pico, debido a la
aparente heterogeneidad. Por lo que se someti6 a dicha fraccion a una digestion con tripsina y luego se
procedi6é a identificar las proteinas por MS. Se usaron datos MS/MS para identificar proteinas,
utilizando el sistema Mascot y algoritmos Sequest para buscar en las bases de datos UniProt/Swiss
Prot, las secuencias. Los resultados obtenidos, incluido el andlisis por fragmentacion de péptidos,
permitid la identificacion de Gal-1 (tres péptidos secuenciados con un significativo XCorr) y actina (15

péptidos secuenciados con un significativo de XCorr), ambos presentes en esta fraccion (Tabla S.11I).

Tabla 5.11I1. Identificacion de proteinas del segundo pico de elucion de la cromatografia RP-HPLC por

MS.
Proteina | N° de Acceso | Masa (kDa) Secuepm? con Porcentaje (%)
de péptidos
Gal-1 gi 227920 14,6 3 30.3
Actina gi 112956 42 15 36.5

5.5. Estudio de la co-localizacion de Gal-1 y actina en plaquetas humanas por
Microscopia Confocal (MC)
5.5.1. Preparacion de las Pthl para los ensayos de MC

Se procedié como se describe en el inciso 4.4.5.1.

5.5.2. Co-localizacion de Gal-1 y actina en Pthl por MC

Como describimos previamente, la actina es una de las moléculas mas abundantes de las
plaquetas; en el analisis por MC se presentd en areas rojas extendidas del citoplasma plaquetario, como
se muestra por tincion phalloidin-TRICT, aprovechando la propiedad de la faloidina para unirse
especificamente en la interfase entre las subunidades de actina F.

En las plaquetas en reposo, los patrones de fluorescencia de Gal-1 / actina fueron de co-
localizaciéon (amarillo) y no fueron uniformes, desde el punto de vista cualitativo y cuantitativo. Por lo

tanto, algunas presentaban patrones homogéneos centrados en el citoplasma, mientras que otras
17
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mostraron una distribucidon escasa y moteada. Por otro lado, en las plaquetas activadas con Tr que
presentaban muchos filopodios, pareceria ocurrir una segregacion importante de Gal-1, detectandose
una region polarizada verde en los mismos, corroborando de esta manera la presencia de la lectina. Por
otro lado, aparecian areas de co-localizacion de Gal-1 / actina y areas donde ambas moléculas

presentan un patron aislado (Fig. 5.16).

Fig. 5.16. Localizacion de Gal-1 enddogena y moléculas de actina en plaquetas en reposo y activadas con Tr
observadas por MC. Las plaquetas fueron fijadas y permeabilizadas como se describe en el inciso 4.4.5.2. Las
plaquetas control, en reposo, muestran el siguiente patron de fluorescencia: a. Colocalizacion de Gal-1-actina
(amarillo), b. actina (rojo), c. Gal-1 (verde), d. plaquetas activadas con trombina (Tr) muestran areas de
colocalizacion de Gal-1 / actina y areas donde ambas moléculas presentan un patron aislado (Escala: bar= 1um).
MC: microscopia confocal; Gal-1: galectina-1endogena plaquetaria; Tr: trombina.
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5.6. Estudio de la interaccion de Gal-1 con otras proteinas plaquetarias como parte
de su mecanismo de accion en plaquetas humanas por IFI

5.6.1. Preparacion de Pthl para realizar los ensayos de IFI

Se procedi6 segln lo descripto en el inciso 4.4.6.1.

5.6.2. Patron de localizacion de Ta y Gal-1 en Pthl en reposo o activadas con Tr,

adicionadas con Gal-1, por IFI
Analizando las imagenes de la Fig. 5.17, observamos que en plaquetas en reposo
evidenciamos un patrén de distribucion citoplasmatico homogéneo para Ta y Gal-1 endogena. En
plaquetas activadas con Tr, se observd un cambio de distribucion a patron periférico de ambas

moléculas. En la incubacion con Gal-1 se detect6 un cambio parcial a localizacion periférica de Ta.
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Fig. 5.17. Patrén de localizacion de Ta y Gal-1 en plaquetas humanas lavadas en reposo o activadas con
Tr, adicionadas con Gal-1, por IFI. Ta: talina, Tr: trombina, Gal-1: galectina-1, IFI: inmunofluorescencia
indirecta.
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5.7. Estudio de receptores / ligandos de Gal-1 en lisados de membrana de plaquetas
humanas

5.7.1. Inmovilizacion de la Gal-1

Para la inmovilizacion de la Gal-1 se utiliz6 el protocolo descripto en el inciso 4.4.7.1.

5.7.2. Enriquecimiento del receptor/ligando a partir del lisado de membranas

plaquetarias producido por la interaccion con Gal-1
Procedimos como se describe en el inciso 4.4.7.2. Con respecto a este objetivo, pudimos
obtener las membranas plaquetarias y realizar ensayos preliminares, pero consideramos que no era
conveniente proseguir el estudio porque en la bibliografia se habia publicado el hallazgo de posible
receptor plaquetario para Gal-1 en forma paralela a nuestro trabajo, con lo cual este objetivo del trabajo

de tesis habia perdido originalidad.

5.8. Purificacion y caracterizacion de Gal-1 en plasma pobre en plaquetas (PPP)
Se obtuvo el PPP con la técnica descripta en el inciso: 4.4.1.1., luego se proces6 una alicuota en

un contador Coulter para controlar la carencia de plaquetas (Fig. 5.18).
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Se procedid a purificar la Gal-1 y caracterizarla siguiendo el protocolo detallado en los incisos
4.4.3 y4.4.4. En la Fig. 5.19 observamos los resultados obtenidos mediante la caracterizacion por PAGE-SDS

y Western blot.
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Figura 5.19. A. SDS- PAGE de Gal-1 plasmatica. Linea 1: los estandares de peso molecular utilizados estan
indicados con flechas: ovoalbiimina (45kDa), gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (36kDa), tripsindgeno
(24kDa), y a-lactoalbumina (14,2kDa); Lineas 2 y 3: Gal-1plasmatica de dos purificaciones independientes.
Linea 4: rGal-1h (Control); B. Inmunoblotting. Los geles de SDS-PAGE fueron transferidos a membrana de
nitrocelulosa; Lineas 2, 3 y 4: reveladas con anticuerpo policlonal anti-rGal-1h, como primer anticuerpo y como
segundo anticuerpo anticuerpo IgG conejo peroxidasa. Revelado con 4-cloro-1-naftol como sustrato.

En algunas purificaciones realizadas en PPP obtuvimos una banda a la altura de 14,5 kDa y en
otras aparecian bandas en la zona superior, entre los 45 y 66 kDa. Frente a estos resultados, nos
planteamos si eran polimeros de Gal-1 o la Gal-1 estaba unida a una proteina plasmatica que actuaria
como transportadora. Por lo que realizamos revelados de las tiras de nitrocelulosa con anticuerpo anti-
haptoglobina y anti-albimina. Los resultados obtenidos utilizando dichos anticuerpos, fueron
negativos. Por lo que, decidimos derivar las proteinas identificadas como Gal-1 en gel y liofilizadas al
Instituto Pasteur de Montevideo para realizar la identificacion de proteinas por mapeo peptidico
mediante analisis MS y MS/MS (equipo Maldi-Tof-Tof). El analisis de los resultados de los espectros

de masa obtenidos en un equipo Maldi-Tof-Tof no revelaron la presencia de la Gal-1.
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Discusion general

Con la finalidad de ampliar nuestros estudios, en los que habiamos detectado previamente la
presencia de ligandos para Gal-1 esplénica porcina (Gal-1p) en plaquetas humanas (Gonzéalez & Fink,
2006; Gonzalez et. al., 2007; Gonzalez & Fink, 2009), decidimos intentar purificar la Gal-1 endégena
proveniente de las mismas.

Existen estudios sistematicos para determinar la variabilidad biologica de las plaquetas humanas
mediante estudios de protedmica cuantitativa. Se sabe basicamente que todos los procesos biologicos
estan regulados por proteinas, el proteoma, el que en contraste con el genoma es altamente dinamico y
puede cambiar su composicion tanto cualitativa como cuantitativamente a través del tiempo. Se ha
demostrado que el 85% del proteoma plaquetario no muestra variacion, concluyendo ademds que las
plaquetas humanas comprenden aproximadamente 5000 proteinas (Burkhat ef al., 2012).

En relacion a nuestro trabajo, la caracterizacion mediante electroforesis PAGE-SDS de la Gal-1
obtenida, tanto plaquetaria como plasmatica, presentaba varias limitaciones inherentes
considerablemente a su rango de aplicacion: (1) la sensibilidad y el rango lineal/dindmico dependen del
procedimiento de tincion; (2) antes de la MS, cada banda proteica de interés tenia que ser escindida,
lavada, y sometida a digestion proteolitica dentro del gel, reduciendo asi el limite de deteccion a
expensas del costo/tiempo para identificar proteinas; (3) la cuantificacion de la proteina se basaba en la
intensidad de la banda después de la tincidon, pero en muestras complejas, las bandas generalmente
contenian mas de una sola proteina, como el complejo actina-Gal-1 obtenido en el extracto citosélico
plaquetario de nuestro trabajo; (4) la disponibilidad de pocas identificaciones podia impedir una
validacion completa para estimar la proporcion de identificaciones de proteinas falsas positivas.

Con el avance de la tecnologia se han producido significativos avances: 1) disponibilidad de MS
mejorados que proporcionan sensibilidad, especificidad (precision de masa, resolucion) y
velocidad/rendimiento (asi como nuevas técnicas de exploracion); (2) mejores sistemas y materiales LC
de alto rendimiento que proporcionan una separacion de muestras altamente complejas; y (3) nuevas
estrategias bioinformaticas que permiten una interpretacion de datos altamente compleja con medidas
cualitativas bien definidas. Sin embargo, estos desarrollos requieren protocolos extensos y tediosos

controles cualitativos para traducir los datos en resultados razonables.
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En nuestro trabajo, utilizamos dicha tecnologia pudiendo obtener resultados confiables para la
deteccion y caracterizacion de la Gal-1 plaquetaria.

De este modo, utilizando LC-MS de ultima generacion, es posible identificar y cuantificar miles
de proteinas en horas con un alto nivel de calidad. Pero una limitacion de estas técnicas seria la pérdida
de la informacion sobre las isoformas de las proteinas, debido a que la identificacion y la cuantificacion
se realiza a nivel de los péptidos. Sin embargo, se han desarrollado diferentes enfoques para analizar las
proteinas, su cantidad, sus ligandos, su grupo N y C terminales, asi como sus patrones de modificacion
post-traduccionales (PTM).

En los ultimos afios se ha determinado por MS cuantitativa que se encuentran 20 millones de
moléculas de proteina por plaqueta, lo cual se corresponderia con 1,5 y 1,8 mg + 0,2 mg de la masa total
de proteinas/lO9 plaquetas; este hallazgo cubriria mas del 80% del proteoma plaquetario completo
(Burkhart et al., 2012).

En nuestro trabajo, hallamos una concentracion estimativa de Gal-1 de 6-10 x 107" mg/plaqueta.

Burkhart et al. tuvieron como finalidad obtener un mapa cuantitativo del proteoma de las
plaquetas humanas. La meta era establecer un protocolo optimizado y reproducible para el aislamiento
de plaquetas con un claro enfoque en la pureza y para analizar el proteoma de las plaquetas aisladas a
fondo, teniendo en cuenta las etapas adicionales de purificacion y pérdidas de la muestra. Pudieron
identificar aproximadamente 4000 proteinas individuales (con una tasa de falsos positivos —FDR— en el
nivel de proteina < 1%) y, utilizando el recuento espectral, compararon los datos de MS con los nimeros
de copias de 24 proteinas encontradas en la literatura. Debido al alto grado de correlacion, se pudo
estimar el nimero de copias para aproximadamente 3600 proteinas, ampliando de esta manera el
conocimiento sobre la composicidn proteica de las plaquetas humanas (Burkhart ez a/, 2012).

A partir de los datos cuantitativos de MS, se puede deducir que aproximadamente el 80% del
proteoma plaquetario es estable inter- e intradonor. Esto estaria de acuerdo con los datos obtenidos por
2-DE, encontrandose un coeficiente de variacion del 18% sobre la base de 500 puntos encontrados en

plaquetas de donantes sanos reproducibles (Winkler ef al., 2008).
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En estudios previos realizados en nuestro laboratorio por IFI con PMN humanos, Chiesa et al.
(2004) observaron que las plaquetas contaminantes daban reaccidon positiva para la deteccion de Gal-1
endogena (datos no publicados), hecho que nos estimul6 para iniciar este trabajo. El presente trabajo es
el primer informe de la purificaciéon de Gal-1 de plaquetas humanas y realmente fue una meta muy
dificil de lograr, principalmente por dos motivos. Por un lado, debido a que la cantidad de Gal-1
plaquetaria era muy baja, se requirieron grandes cantidades de bolsas de PRP o de concentrados
plaquetarios para poder realizar cada purificacion de la lectina (20 a 30 bolsas), y por el otro, debido a
que el proceso de purificacion e identificacion de la proteina realizado fue largo y tedioso, para la
obtencion y analisis de los resultados de cada purificacion. Finalmente, debe destacarse que se llevaron a
cabo reiteradas purificaciones (18), poniendo a prueba diferentes condiciones experimentales (buffers,
pH, antioxidantes, adaptacion de columnas de afinidad y de intercambio i6nico) para poder llegar a
obtener los resultados presentados en este trabajo.

Finalmente, nuestros resultados demostraron que la Gal-1 co-purifica con la actina, de manera
similar a los hallazgos descriptos para otras células como linfocitos T (Pace et al., 1999), células de
musculo y de cerebro humano (Caron et al., 1990; Joubert ef al., 1992) y glioblastoma humano (Camby
et al., 2002).

Si bien el eluato contiene proteinas, la concentracion de 6-10 x10" mg aproximadamente de
proteina eluida/plaqueta humana corresponde al complejo Gal-1-actina. En estudios de protedmica de
plaquetas, a la Gal-1 no se la incluye dentro de las 50 proteinas mas abundantes (Martens et al., 2005),
sugiriendo la presencia de una reducida cantidad.

Recientemente, se ha estudiado la composicion del proteoma de plaquetas humanas (Burkhart et
al., 2014), incluyendo a casi 4000 proteinas y estimando el nimero de copias de unas 3700. De los
datos alli presentados, se sabe que hay cerca de 2x10° copias de actina por plaqueta, en tanto que se
encontraron 8.000 copias de Gal-1 por plaqueta. Esto permitiria inferir que hay una relacién Gal-1/actina
de 1/250, lo cual confirmaria la baja concentracion de Gal-1 plaquetaria.

La baja actividad hemaglutinante especifica de la proteina purificada (3.019 UH/mg),
comparandola con la rGal-1h (51.200 UH/mg), sugeriria que cuando la Gal-1 esta formando el complejo

con la actina, una cantidad significativa de Gal-1 puede permanecer como parte del complejo de actina



Discusion general y conclusiones

G-Gal-1, no pudiendo dimerizar y, en consecuencia, no pudiendo hemoaglutinar eritrocitos, de manera
que toda la actividad observada corresponderia solo a la Gal-1 libre.

A este trabajo se le sumaron otros enfoques experimentales, para apoyar el hallazgo del
complejo, tales como RP-HPLC, MS y MC, los cuales avalaron el resultado obtenido previamente,
confirmando de una manera fidedigna los resultados obtenidos.

Mediante RP-HPLC-MS logramos identificar el complejo Gal-1/actina, obteniendo la
secuenciacion de péptidos pertenecientes tanto a Gal-1 (3), como a la actina (15), con altos porcentajes
de identificacion, lo cual corrobor6 el resultado previo hallado por western blot en nuestro laboratorio.

El estudio de bandas de PM superior que podrian tratarse de oligdmeros de Gal-1 o de Gal-1
asociadas a alguna proteina plasmatica abordado mediante el uso de diferentes anticuerpos con
diferentes especificidades (albumina, haptoglobina) no condujo a resultados definitorios. Si bien en el
trabajo de estudio de pacientes con cancer de colon Bresalier et al. (2004), encontraron que la Gal-3
estaba unida a la haptoglobina como transportador, eso no fue posible de confirmarlo en el presente
trabajo. Por otro lado, la caracterizacion de dichas proteinas, por RP-HPLC-MS, se hizo del mismo
modo con el que habiamos hecho en las purificaciones del extracto citosolico plaquetario. La fraccion de
Gal-1 monomérica a partir del PPP se hallaba en muy baja concentracion. Se sabe que el método de
deteccion proteica por huella de masas peptidicas (PMF) necesita que exista una proteina mayoritaria; en
nuestro caso, las bandas contenian proteinas que coeluian, solapando de esta manera la identificacion de
Gal-1, por hallarse en concentraciones minoritarias. Por lo tanto, s6lo pudimos caracterizar en forma
parcial la Gal-1 plasmatica monomérica, concluyendo que las bandas superiores reveladas en forma
positiva con anti Gal-1 podrian tratarse de oligomeros de la lectina.

Para relacionar estos hallazgos con lo que ocurre in vivo se realizaron estudios de MC, los que
demostraron la co-localizacion de Gal-1 y actina tanto en plaquetas en reposo, como activadas con Tr.
Estos hallazgos apuntalarian los resultados obtenidos previamente mediante western blot y RP-HPLC-
MS. Es decir que mediante tres metodologias diferentes se obtuvieron resultados coincidentes,
pudiéndose confirmar que existe una relacion entre la Gal-1 y la actina en la plaqueta, tanto en reposo

como activada.
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En base a los resultados de MC, podemos agregar que dicha interaccién o relacion entre ambas
moléculas en las plaquetas se intensificaria al activarlas, poniendo en evidencia que ambas podrian
participar en fenémenos de activacion, tales como la transduccion de sefiales intracelulares (Gonzalez et
al., 2012).

En forma casi paralela, Pacienza ef al. (2008), demostraron que Gal-1 desencadenaba diferentes
respuestas de activacion plaquetaria, incluyendo polimerizacion de F-actina, incremento en la expresion
de P-selectina y GPIIla, exposicion de sitios de union a Fb, expulsion de MPs y formacion de agregados.
Determinaron también que al tratar las plaquetas con rGal-1h se producian cambios conformacionales en
ambP3, los cuales constituian un prerrequisito para el entrecruzamiento de plaquetas. Este efecto era
acompafiado por cambios morfologicos de las plaquetas humanas que involucraban extension de
filopodios, lamelipodios y polimerizacion de actina.

La actina es una proteina globular de peso molecular 42kDa que se encuentra presente en todas
las células eucariotas en concentraciones mayores a 100 uM. A su vez, es una de las proteinas altamente
conservadas, difiriendo en menos del 20% en especies tan diversas como las algas y los seres humanos.
La actina es la subunidad monomeérica de dos tipos de filamentos en las células: microfilamentos, uno de
los tres componentes principales del citoesqueleto, y filamentos delgados. A fines de los afios setenta y
principios de los ochenta, se identificaron regiones de estrecho contacto entre la actina y la MEC. Estos
incluyeron a la a-actinina, unida a filamentos de actina, la Vn, la Ta, y un receptor para la Fn. Estas
proteinas interactuaban entre si y con la actina, sugiriendo que funcionaban como un complejo de
proteinas que mediaban las interacciones entre el Fb y la actina.

Se sabe que la invasion tumoral mediada por Gal-1 y la metastasis implica la reorganizacion del
citoesqueleto de actina. Por otro lado, la actina tiene distintos tipos de interacciones con muchas
proteinas estructurales, como por ejemplo las cadherinas. Las cadherinas son las principales moléculas
de adhesion celular. Estas moléculas son glicoproteinas transmembranales responsables de las uniones
célula-célula para mantener la integridad de los tejidos animales. Son moléculas de unos 700-750
aminoacidos, especificas del tipo celular. Como su nombre lo indica, son moléculas de adhesion calcio-

dependientes. La adhesion celular a través de las cadherinas tiene un papel importante en procesos
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fisiologicos como la morfogénesis, la estabilizacion y diferenciacion y el establecimiento de la polaridad
en los tejidos animales.

La accion de la Gal-1 exogena en ensayos heterdlogos en las plaquetas y otras células
proporcionaron pruebas de que estas células tienen receptores para proteinas unidas a
carbocarbohidratos que podrian inducir diferentes respuestas biologicas. Teniendo en cuenta que las
plaquetas han marcado roles en la trombosis y la inflamacion, el conocimiento de Gal-1 y sus posibles
implicaciones en condiciones patologicas es relevante. La Gal-1 es importante en la funcioén
inmunologica y la regeneracion del musculo, por lo que su expresion y localizacion en los tejidos
adultos y leucocitos se sigue investigando hasta la actualidad. 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. Con el uso de la
ahGal-1, se ha encontrado que Gal-1 se expresa en una amplia gama de tejidos porcinos, incluyendo el
musculo estriado, higado, pulmon, cerebro, rifidon, 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 Gal-1 tanto nuclear como citosodlica (Dias-Baruffi et al., 2010) (Fig. 6.1.)
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Figura 6.1. Esquema de la localizacion de Gal-1 en musculo estriado. Gal-1 colocaliza con actina
sarcomérica pero no lo hace con la miosina del tejido muscular esquelético. Se trata de un esquema de
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musculo estriado que muestra la localizacion predicha de Gal-1 en la region de la banda I, tal como se
representa por los simbolos verdes. Tomado de Dias-Baruffi et al., 2010.

Se encontr6é que la Gal-1 que se expresaba y se localizaba en las miofibrillas, podia presentar un
patron difuso citosdlico y puntiforme. La localizacion de Gal-1 en la banda I sarcomérica podria estar
relacionada con algunos aspectos de la contraccidon muscular como se describe para la lectina en
musculo liso, mientras que la localizacion alterada en el musculo lesionado estaria relacionada con una
funcién en la regeneracion muscular. Finalmente, es claro que la Gal-1 y la actina sarcoméricas
generalmente colocalizan en musculo cardiaco porcino, pero hay zonas que carecen de colocalizacion,
hecho que podria ser una consecuencia de la contraccion del misculo que promoveria la formacion de
complejos intermoleculares requiriendo la participacion de Gal-1, actina y otras moléculas presentes en
las bandas I, tales como la titina (una de las proteinas mas grandes conocidas, formada por multiples
dominios, participa de la contraccién del musculo estriado) y nebulina (proteina de PM aprox. de 800
KDa, se contacta con la actina, regulando la longitud de su filamento, permitiendo la interaccion de la
actina con la miosina durante el movimiento contractil) (Dias-Baruffi et al., 2010).

Por lo tanto, comparando nuestros resultados con el trabajo de Dias-Baruffi et al. (2010)
podemos concluir que la Gal-1 plaquetaria, se hallaria en un equilibrio entre su forma monomérica y
complejada a la actina, coincidentemente con los hallazgos obtenidos en musculo cardiaco porcino.
Proponemos que la Gal-1 participaria de la activacion y agregacion plaquetaria, de manera similar a las
funciones de la misma en el musculo porcino, facilitando la contraccion y promoviendo la formacion de
complejos intermoleculares, requiriendo la participacion de actina y otras moléculas de la MEC.

El repertorio de moléculas presentes en las adhesiones celulares, célula-MEC y célula-célula se
ha ampliado considerablemente desde los primeros descubrimientos de los complejos centrales. Ahora
se ha aclarado que ambas adherencias son muy complejas, consistentes en mas de 150 proteinas que se
pueden clasificar en modulos de funciones comunes. Los mddulos citoplasmicos realizan tres funciones
principales: en primer lugar, establecen el enlace estructural de las adherencias con el citoesqueleto de
actina, en segundo lugar, modulan la organizacion de la actina y la dindmica y, en tercer lugar,
desencadenan vias de sefializacion. Juntos forman una intrincada red que facilitaria la asociacion
dinamica de la actina al citoesqueleto de la MEC con las células adyacentes. (Fig. 6.2.A) (Bachir et al.,

2017).
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Estas diferentes adhesiones complejas comparten algunas de las mismas proteinas y el
mecanismo potencial de regulacion y vias cruzadas. También participan proteinas especificas que no se
encuentran en las adhesiones MEC-células, incluyendo espectrina, ZO-1 (zonula occludens-1, proteina
de anclaje a la actina), ajuba (proteina que regula la proliferacion y diferenciacion celular), afadin (AF-6,
regula las adherencias célula-célula luego de la activacion Ras) y EPLIN (proteina epitelial asociada al
citoesqueleto, que se pierde en la neoplasia, aumentando la posibilidad de metastasis), la mayoria se
reclutan en el complejo cadherina-catenina mediante la interaccion con la a-catenina. El enlace entre las
moléculas de adhesion del nucleo y del citoesqueleto de actina en ambos sitios de adhesion puede variar
en su composicion y probablemente reflejan diferentes requisitos para la cadherina y los receptores
transmembrana de la integrina. Hay diferentes moléculas de la MEC a las que se unen las integrinas (por
ejemplo, Col, lamininas, Fn), y diferentes tipos o etapas de adhesion (Fig. 6.2.B) (Bachir et al., 2017).
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Se sabe que el alto contenido de citoesqueleto (1) asegura el mantenimiento de la estructura
discoide de las plaquetas en reposo en la circulacion, (2) promueve los cambios profundos de la forma
durante la formacion de pseudopodos y lamellipodios en la adhesion plaquetaria y activacion, (3) media
la conversion hacia la forma redondeada, con la liberacion de microparticulas durante la respuesta
procoagulante plaquetaria y (4) permite que el trombo creciente resista las elevadas fuerzas de
cizallamiento en la circulacion arterial (Burkhart et al., 2014).

Asi mismo de los estudios por inmunofluorescencia indirecta (IFI) del presente trabajo, para
estudiar la interaccion de Gal-1p exogena con sus ligandos en plaquetas tanto en reposo como activadas
con Tr, fue posible dilucidar interacciones con Ta y otras proteinas de la MEC. Los resultados obtenidos
indicaron que la Gal-1p desencadenaba la redistribucion de la Ta plaquetaria con diferentes patrones. En
plaquetas en reposo, se observd un patrén de distribucidon citoplasmatico homogéneo para Ta y Gal-1
enddgena. En plaquetas activadas con Tr, pudo comprobarse un cambio de distribucién a patrén
periférico de ambas moléculas. En la incubacion con Gal-1p per se, se detectd un cambio parcial a
localizacion periférica de la Ta. En base a estos resultados, proponemos que la Gal-1 endogena podria
generar un complejo interactivo con la Ta y con otras proteinas del citoesqueleto, principalmente con la
actina y la integrina ayf;. Por otra parte, se sabe que la unién de la Ta a un dominio citoplasmatico de
integrina es critica para inducir la activacion de o3 por agonistas in vivo y, que a su vez, un pequeiio
porcentaje de oaupPs aparece asociado directamente con filamentos de actina mediando funciones de
proteinas celulares (Petrich et al., 2007).

Se sabe que la Ta es una proteina de alto PM (225-235 kDa) que esta uniformemente distribuida
en el citoplasma de plaquetas en reposo. Se ha demostrado que en plaquetas activadas con Tr, la Ta
cambia su localizaciéon citoplasmatica, trasladandose a la membrana plasmadtica, interviniendo en la
adhesion plaquetaria. Trabajos posteriores han dilucidado que una cantidad significativa de Ta
rapidamente se redistribuye hacia la periferia, luego de la activacion plaquetaria con agonistas,
ubicandose en la regiébn submembranosa e interactuando con la integrina  perteneciente a la oyBs
(Goksoy et al., 2008).

La Ta esta compuesta por un dominio en forma de varilla flexible y otro globular. EI dominio en

forma de varilla consiste en hélices o que son ensambladas en haces de 5 hélices cada uno que se unen al
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dominio citoplasmico B3 de la o,,B; para inducir la conformacion (swung-out). Por otro lado, el dominio
globular o cabeza contiene un dominio FERM (proteina 4.1, ezrin, radixina, moesina) que comprende 4
subdominios FO, F1, F2 y F3 que se unen a la actina (Galdeen et al., 2007).

A su vez se ha comprobado que el dominio de la cabeza de Ta interactua con la integrina o3 y
dos sitios distintos en el dominio citoplasmico de oypP3, identificandose como sitios de union, un
dominio de membrana fosfotirosina distal y una segunda regioén tinica de la membrana proximal. La
union de Ta a la oypPs es suficiente para inducir cambios conformacionales necesarios para la union al
Fb. En plaquetas en reposo, la union de la Ta a la a3 esta limitada por la interaccion de la cabeza con
el dominio en forma de varilla (Goult ef al., 2013).

Esta interaccion auto-inhibitoria entre la cabeza y la varilla regularia la funcion de la Ta y se
interrumpiria por la activacion, induciendo cambios conformacionales en la Ta. Se han identificado
varias proteinas que participarian en la activacion de la Ta, como la proteina adaptadora restringida a la
hematopoyesis, ADAP, la molécula adaptadora interactuante, Rapl-GTP, la proteina G, Gal3 v,
posiblemente muchas otras. La regulacion de la interaccion de la Ta con la oypP3 no se ha dilucidado
aun, siendo un blanco de investigacion permanente, ya que seria el ultimo paso en la activacion de la
arpP3. Por otro lado, se ha descrito una Ta mutante (L325R) que se une al citoesqueleto de actina, pero
no logra activar a la oypP3, demostrando que la union al citoesqueleto de actina precederia a la activacion
de oypPs (Haling et al., 2011). En consecuencia, la liberacion de las restricciones plaquetarias por la
activacion, permitiria que la Ta se una a oys.

Trabajos anteriores han demostrado que la polimerizacion de los filamentos de actina es
necesaria para que el Fb se una a la ayB3. Pero el mecanismo por el cual la actina regula la funcion de
Ta todavia no se ha dilucidado. La Ta se une a ambas, actina G y F, pero estaria ligada a la actina G en
el citosol de plaquetas en reposo. Se especula que las fuerzas generadas por la polimerizacion de la
actina durante la activacion plaquetaria, podria transmitirse a la Ta, de manera tal que podria desplegarse
dependiendo de la fuerza y exponer sitios de union a la F-actina y a la oypf3.

Debido a los resultados de MC relacionados con la actina y de la IFI relacionados con la Ta
obtenidos, resulta de interés describir los hallazgos de la interaccion Ta-actina en sistemas similares.

Recientemente Ciobanasu et al. (2014), utilizando la actomiosina reconstituida como complejo,
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demostraron que la proteina 1 que contiene repeticiones de WD (Wdrl), podria ayudar a inducir el
desmontaje de filamentos de actina, mediando el turnover de la actina y la reorganizacion del
citoesqueleto. Por lo tanto, dicha proteina tendria una funcidon en la modulacion de la interaccion de la
Ta con el citoesqueleto y posteriormente con la oypPs. A su vez, la Wdrl también desempenaria un papel
crucial en la activacion de las integrinas esenciales para la agregacion plaquetaria y la difusion de
sefnales intracelulares, induciendo una retroalimentacion positiva que reforzaria la asociacion entre la
actina-Ta-Vn. En plaquetas Wdrl hipomorficas, tanto la activacion inducida por Ta como su
redistribucién y asociacion en el citoesqueleto se ve alterada, indicando que dicha proteina seria
mecanosensible, pudiendo sentir las fuerzas generadas por el estiramiento fisico.

Las integrinas son la principal familia de receptores de la superficie celular que actian mediando
la union de las células a la MEC y juegan un papel clave en la adhesion y agregacion plaquetaria. En la
introduccion describimos integrinas plaquetarias tales como el receptor de Col, axf;. el receptor de Fn,
asPi. el receptor de laminina, a¢B; y el receptor de Vn, avPs (Li ef al., 2010). A su vez, algunas
integrinas sirven también como mediadoras de interacciones celulares involucradas en la adhesion de los
leucocitos. Su papel en la adhesion las convierte en elementos esenciales para la agregacion plaquetaria,
entre otros procesos. A su vez, las porciones extracelulares de las integrinas se unen a componentes de la
MEC (Fn, laminina y algunas clases de Col) por reconocimiento de la secuencia RGD. Los receptores de
las integrinas juegan un papel decisivo en la organizacion del citoesqueleto celular de la actina y en la
transmision de sefiales desde la MEC hacia el interior de la célula. Por otra parte, el contacto entre los
componentes de la MEC y el receptor de la integrina a3 produce agrupamiento de receptores y la
formacion de adhesiones locales, en donde las integrinas se conectan con los complejos del citoesqueleto
intracelular. Las proteinas que se fijan con las integrinas en esas adhesiones locales son Ta, Vn, a-
actinina, tensina y paxilina. Una vez ensamblados, los complejos formados por citoesqueleto-integrina
funcionarian igual que los receptores activados, reclutando los componentes de los sistemas de
sefalizacion intracelular (Bachir et al., 2017).

En el inciso 1.2.4.1.1.3.1 describimos a la integrina oy,3, mencionando que mediante la union a
ligandos bivalentes como el Fb y el vVWF en la membrana plaquetaria de forma no covalente, produce la

agregacion plaquetaria. En las plaquetas en reposo, la o33 estd presente en una conformacion doblada
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de baja afinidad sobre la superficie celular, y que luego de la activacion plaquetaria por agonistas las
sefales intracelulares inducirian cambios conformacionales, los cuales llevarian al receptor a adoptar
una conformacion desplegada o extendida, con una mayor afinidad de union para los ligandos (Estevez
etal.,2015).

El proceso de cambio de conformacioén descripto anteriormente se conoce como sefalizacion
inside-out (sefializacion desde adentro hacia afuera). Por otro lado, la vinculacion del citoesqueleto de
actina a oypPs; durante la activacion plaquetaria desempefiaria un papel esencial en los cambios
conformacionales de la aypP3. A su vez la proteina citosdlica Ta mediaria esta interaccion entre la o33
y el citoesqueleto (Song ef al., 2012).

En la introduccion también describimos a las kindlins como integrinas co-activadoras; sin
embargo, el mecanismo por el cual las kindlins inducirian la activacion de la integrina o3 sigue siendo
un tema de debate. Algunos trabajos han sugerido que las kindlins facilitarian la accion de la Ta (Ma et
al., 2008). Otros trabajos sugieren que las kindlins, a diferencia de la Ta, son indispensables para la
union de la integrina a un ligando monovalente (repeticion de la Fn de tipo III), pero se requeriria para la
union a un ligando multivalente el Fb, que posiblemente promoveria el agrupamiento de la oay,B; (Ye et
al.,2014).

Sin embargo, el mecanismo responsable de inducir la unién de la Ta y la kindlin a la oypPs
todavia no estd totalmente dilucidado. Existen trabajos que sugieren que la GTPasa Rapl pequefia
desempefiaria un papel importante y sostienen la hipotesis de que Rapl GTP interactuaria con la
molécula adaptadora (RIAM) que podria ser el efector responsable de Rapl, para inducir la unién de la
Ta. Pero, a pesar de que RIAM es importante para la funcién de la integrina leucocitaria, se ha
demostrado que la deficiencia de RIAM no afectaria la activacion y la funcion de la integrina o33
plaquetaria (Stritt ef al., 2015).

Con respecto al mecanismo de activacion plaquetaria, se sabe que el enlace del citoesqueleto de
actina con oypP3 juega un papel esencial en la adhesion a los componentes de la matriz subendotelial y la
agregacion plaquetaria. Por lo que, daria como resultado la despolimerizacion y la reorganizacion en
fibras largas de actina F densa, distribuidas en el cuerpo de las plaquetas activadas. El volumen de actina

que se pone en juego esta altamente regulado, asi como también el numero de proteinas de union a
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actina que estan presentes para mediar el montaje, desensamblaje y reordenamiento del citoesqueleto.
Por otro lado, el citoesqueleto de actina estd en un dinamico equilibrio entre dos estados, globular
monomérica, actina G y filamentosa polimérica, actina F. En las plaquetas en reposo, la actina esta
presente como una submembrana de corto reticulado de filamentos de actina, conocido como el
esqueleto de la membrana. A su vez, las plaquetas contienen cofilina 1, que cambia el giro del filamento
de actina F y cortaria a la actina F filamentosa. Esta separacion facilitaria la nueva formacion de fibras
de actina a través de los extremos de puas recién expuestos. Se sabe que la Wdrl se une al complejo
cofilina-F-actina y mejora fuertemente el corte de la cofilina, contribuyendo asi al mantenimiento de
altas concentraciones de actina en forma monomérica, facilitando la reorganizacion de la actina
(Okreglak & Drubin, 2010).

En base a la bibliografia revisada y los resultados de nuestro trabajo, proponemos que debido a
que la actina se encuentra en equilibrio entre las formas monomérica y filamentosa, la Gal-1 se uniria a
la forma monomérica, interactuando y facilitando el pasaje del estado de reposo a la activacion
plaquetaria.

Recientemente Dasgupta ef al. (2016) demostraron en plaquetas que la Wdr-1 desempefiaria un
papel crucial en la activacion de integrinas esenciales para la agregacion y la difusion. Pero a pesar de
los defectos de la Wdrl hipomorfica en ratones, no se evidencia sangrado espontaneo, lo que indicaria
que la polimerizacidon de actina es un proceso versatil que implicaria varios eventos celulares tales como
migracion, endocitosis y division celular, operando en ellos multiples vias. Por lo tanto, debido al gran
numero de proteinas que se unen a la actina y que influyen en estos procesos, la deficiencia de un factor
seria facilmente compensada. El estiramiento producido en las plaquetas expondria sitios de unién
cripticos para Vn, que reforzarian la asociacion de la Ta con el citoesqueleto. Por lo tanto, podriamos
pensar que la Gal-1 y distintas moléculas de la MEC interaccionarian y desencadenarian las mismas vias
metabolicas intracelulares, como las vias de activacion de la MAPK, de la PI;K y de la PKC. A su vez,
la conexién mecénica entre los receptores de las integrinas y el sistema de sefializacion del citoesqueleto
consistiria en una transformacion de la fuerza mecénica en sefiales bioquimicas. De esta manera, y por
los resultados hallados en nuestro trabajo, relacionados con los de otros trabajos similares tales como el

de Pacienza et al. (2008), sabemos que la Gal-1 produce activacion plaquetaria al interaccionar con la
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integrina a3, jugando de esta manera un rol decisivo en la organizacion del citoesqueleto celular de la
actina y en la transmision de sefiales desde la MEC hasta el interior de la célula.

En cuanto a la deteccion de galectinas solubles en plasma humano, se ha detectado la presencia
de Gal-3 y su aumento en pacientes con cancer gastrointestinal, de ovario, melanoma y linfoma no
Hodgkin. Estos resultados sugeririan que la Gal-3 en circulacién tendria un rol importante en la
progresion del tumor. Por lo tanto existiria la posibilidad de poder usar la concentracién de dicha
galectina como prediccion de futuras metastasis en éstos pacientes (lurisci et al., 2000).

La Gal-1 esta presente en plasma humano en niveles muy bajos (Saussez et al, 2008), por lo que
se planted su purificacion. Durante la realizacion de este objetivo pudimos lograr la purificacion y
caracterizacion parcial de la Gal-1 plasmatica, siendo un hallazgo relevante para entender su
participacion en procesos de interés clinico, tales como inflamacidn, trombosis y cancer.

En trabajos previos demostramos que la Gal-1p interaccionaba con plaquetas humanas en reposo
y luego de la activacion con Tr (Gonzalez, 2008; Gonzédlez & Fink, 2009). Siendo la Gal-1p una lectina
de gran similitud con la humana, nuestros resultados son comparables con los hallados en particular con
plaquetas por otros autores, con otras Gal-1 de diferentes especies, demostrando que producen
agregacion en relacion dosis-dependiente. Por ejemplo, Timoshenko et al. (2003) evidencié dicho
comportamiento utilizando Gal-1 bovina.

La contribucion de las plaquetas a la respuesta inflamatoria es un resultado de su interaccion con
los leucocitos y con las células endoteliales. Las plaquetas activadas expresan en su superficie P-
selectina y CD40L, proteinas almacenadas en los granulos o que permiten el reclutamiento y la
activacion de leucocitos en sitios de lesion vascular, asi como la adhesion de las plaquetas al endotelio.
La interaccion entre los tres tipos de células crea un circuito de retroalimentaciéon mutua de la activacion
e inhibicidn reciproca, lo que conduce a la modulacion del proceso inflamatorio (Etulain & Schattner,
2014).

Se ha demostrado que tanto la Gal-1, como la Gal-8 pueden desencadenar la activacion
plaquetaria y promover la formacion de agregados plaqueta- leucocitos, sugiriendo un nuevo mecanismo

de formacion del trombo mediada por interacciones galectina-glicanos (Romaniuk et al., 2011).
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La adhesion y migracion de células inflamatorias a través de la membrana basal y la MEC es un
proceso complejo, constituido por multiples etapas y coordinado por un amplio espectro de
glicoproteinas, enzimas, quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias. Por otro lado, las galectinas se
secretan al microambiente extracelular, en donde reconocen terminales oligosacaridicos de poli-N-acetil-
lactosamina en componentes principales de la MEC, tales como laminina y Fn. En funcién del
reconocimiento especifico de estas glicoproteinas extracelulares, las galectinas han sido postuladas
como poderosos agentes moduladores de las interacciones entre células y la MEC. La Gal-1 revelo
efectos antagdnicos respecto a su capacidad de promover o inhibir la adhesién de células a la MEC,
dependiendo de la estirpe celular involucrada, su estado de activacion y su estadio de diferenciacion. A
su vez, se ha demostrado que la rGal-1h (en concentraciones inferiores al umbral apoptético critico)
ejerce un efecto inhibitorio especifico sobre la adhesion de células T activadas a la MEC y a sus
componentes individuales. Este efecto fue dependiente del CDR vy selectivo de acuerdo al sustrato de
adhesion (Fn > laminina> Col-IV). La investigacion de los mecanismos involucrados en este efecto anti-
adhesivo reveld una inhibicion de la re-organizacion del citoesqueleto celular dependiente de actina y
bloqueo de la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias en el contexto de la MEC. En base a estos
resultados, se ha postulado un modelo hipotético de accion de Gal-1, en el cual se explica que ante una
respuesta inmune exacerbada o episodios inflamatorios, la Gal-1 seria secretada por células T,
macréofagos y células accesorias en concentraciones fisiologicas. Esta proteina se comportaria como un
puente uniendo con un extremo CDR proteinas de la MEC (Fn y laminina) y con el otro su
contrarreceptor en células T. Por lo tanto, contribuiria a regular negativamente la adhesion de células T
activadas a la MEC y membranas basales (Rabinovich et al., 1999).

La adhesion plaquetaria a la MEC en los sitios de lesion vascular representa un paso clave para
limitar el sangrado. Bajo esfuerzo de cizalladura como el que se encuentran en las venas y arterias mas
grandes, la adhesion a la pared del vaso implica principalmente la unidon a Col fibrilar, Fn y laminina.
Sin embargo, en condiciones de elevacion del esfuerzo de cizallamiento, la adhesion firme de las
plaquetas al subendotelio expuesto estd mediada por la interaccion de las plaquetas al complejo GP

Ib/IX/V y al subendotelio unido al vWF (Berndt et al., 2014).
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Por otra parte, se ha observado que en ratones deficientes en vVWF se retrasaba la formacion de
trombos arteriales, por lo que se sugirid que bajo estas condiciones, la GPIba podria ayudar a otros
ligandos a mediar la adhesion plaquetaria. Ademas, los estudios in vitro han demostrado que las Gal-8 y
-1 promoverian la adhesion de las plaquetas y la propagacion. Por otro lado, la GPIba fue identificada
como un contra-receptor funcional de la Gal-8 (Romaniuk ef al., 2010).

Por lo tanto, se podria proponer que las galectinas actuarian directamente como sustrato o
comportarse como proteinas matricelulares que se unen al complejo plaquetario GPIb/IX/V
contribuyendo asi a la adhesion plaquetaria a la MEC. La capacidad de las plaquetas para formar un
trombo depende de su capacidad de agregacion. Después de la adhesion plaquetaria al endotelio
lesionado, agonistas solubles tales como ADP, serotonina, Tr y TxA,, producido/liberado en el sitio de
lesioén actuarian en forma autocrina y paracrina para amplificar la activacion plaquetaria y reclutar las
plaquetas al trombo en desarrollo (Shattil et al., 2010).

Tanto la Gal-1 soluble como la -8 promueven la transicion de la integrina o3 de un estado de
baja afinidad (estado de reposo) a un estado de alta afinidad (estado activo), lo que resulta en el
desenmascaramiento de neoepitopes en esta integrina, y esto permitiria la union del Fb que actuaria
como una molécula puente entre las plaquetas para formar agregados (Romaniuk et al., 2010, Pacienza
et al., 2008).

A su vez, tanto la Gal-1 como la 8 inducen la agregacion plaquetaria en plasma, lo que indica un
papel relevante de estas lectinas en medios fisiologicos. Aunque la agregacion celular fue una de las
primeras actividades descritas para estas lectinas, este efecto sobre las plaquetas solo se observo a altas
concentraciones de Gal-1 y -8. La agregacion plaquetaria a concentraciones mas bajas esta ausente en
plaquetas fijadas, en presencia de agentes quelantes de calcio, o eptifibatida (un antagonista de oyf33), lo
que implicaria que la respuesta de las plaquetas mediada por las galectinas podria relacionarse con la
activacion celular o un efecto de agrupamiento de receptores de la superficie plaquetaria, dependiendo
de su concentracion (Romaniuk et al., 2010, Pacienza et.al., 2008).

Coincidentemente con estos hallazgos, previamente a este trabajo nosotros obtuvimos resultados
similares con la Gal-1p, demostrando que interaccionaba con las plaquetas humanas induciendo

agregacion dependiente de la concentracion de lectina. Los resultados obtenidos por citometria de flujo
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(CF) e IFI en plaquetas en reposo, adicionadas con concentraciones crecientes de Gal-1 demostraron que
la interaccion lectina/receptor también era concentracion dependiente. A su vez, cuando se agregaba
Gal-1p a plaquetas humanas incubadas previamente con Tr, el nimero de receptores detectados
aumentaba con respecto a las plaquetas expuestas inicamente a la misma concentracion de lectina. Estos
resultados sugerian que la activacion plaquetaria con Tr favoreceria sinérgicamente la interaccion Gal-
1/receptor de membrana plaquetaria (Gonzalez, 2008).

Por otro lado, a pesar de que tanto Gal-1 como Gal-8 fueron capaces de promover la agregacion,
la Gal-8 fue 10 veces mas potente que la Gal-1 en este efecto estimulante. Aunque la estructura dimérica
de la Gal-8 anticiparia un efecto mas robusto de estas galectinas en comparacion con la Gal-1, la
observacion de que s6lo el dominio N-terminal fue capaz de activar a las plaquetas indicaria que la
lectina bivalente no es esencial para promover los efectos de activacion sobre las plaquetas (Romaniuk
etal.,2010).

Por lo tanto, las diferencias en la concentracion requerida para lograr un efecto similar podria
reflejar diferentes sefiales moleculares activadas para cada galectina. La formacion inicial del trombo
plaquetario es rapidamente reforzada por la generacion y liberacion de TxA, de plaquetas y ADP, que
actian de manera paracrina y autocrina promoviendo la activacion plaquetaria. Ambas moléculas son
generadas por la estimulacion plaquetaria producida por Gal-1 y -8. Ademads, aunque la respuesta de
agregacion se desencadend por concentraciones bajas de Gal-8, fue inhibida en presencia de aspirina
(inhibidor de la ciclooxigenasa) y/o un ADP-scavenger, obteniéndose una respuesta completa a altas
concentraciones, indicando que la Gal-8 es un agonista fuerte que activaria a las plaquetas
independientemente de la formacion de TxA; o de la liberaciéon de ADP (Romaniuk et al., 2010).

Dado los efectos descriptos de la Gal-1 y la -8 en la fisiologia plaquetaria, la exposicion de estas
lectinas enddgenas en el subendotelio o en células endoteliales activadas desencadenaria la adhesion
plaquetaria, la difusion y la formacién de trombos. Ademas, en el sistema vascular las plaquetas serian
otra fuente de Gal-8, que seria accesible después de la activacion plaquetaria para promover un
crecimiento adicional del trombo. En apoyo de esta hipotesis, la evaluacion de la hemostasia in vivo
reveld un aumento en el tiempo de sangrado en animales knockout para Gal-1 que no estaba asociado al

recuento plaquetario. Ademas, las plaquetas deficientes en Gal-1 presentaron cinética alterada de la
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retraccion del coagulo y el spreading plaquetario sobre Fb en presencia de expresion de integrina o3
normal. Las plaquetas deficientes en Gal-1 mostraron normalidad en la secrecion de granulos a y la
agregacion plaquetaria normal. Por lo tanto, Gal-1 regularia el outside-in de la integrina oypP; que
sefializa acontecimientos en plaquetas y es necesaria para la hemostasia primaria normal in vivo
(Romaniuk et al., 2012). Quedaria por dilucidar aun si este efecto es especifico para la Gal-1 o es una
caracteristica general de todas las galectinas.

Dado el papel central de la Gal-1 y -8 en la progresion tumoral, podria ser concebible que la
activacion plaquetaria fuera inducida por galectina pudiendo contribuir a la patogénesis de la trombosis
en pacientes con cancer. Aunque el mecanismo de la agregacion celular mediada por Gal-1- mucina 1 no
se ha resuelto por completo, es probable que sea similar al de la Gal-3. La Gal-3 media la agregacion
celular uniendo el antigeno TF expresado sobre la mucina 1. Se monitoreo la union de Gal-3 a la mucina
1 en la linea celular de cancer de colon humano HT-29 por MC, revelando que la interaccion de Gal-3
con la mucina 1 est4 polarizada en la superficie celular. La mucina 1 se agruparia sobre la superficie de
la célula, exponiendo moléculas de adhesion previamente ocultas por la proteina transmembrana (Yu et
al., 2007).

Recientemente, el grupo de trabajo de Cousin, trabajando con dendrimeros unidos a lactosa,
demostro6 que los mismos nucleaban la formacion de agregados de Gal-1, siendo notablemente
homogéneos. A su vez, cuando dichos agregados se afiadian a la célula in vitro, proporcionaban una
alternativa vinculante con la MEC que alteraba los procesos de la superficie celular (Cousin &
Cloninger, 2015).

Se sabe que la Gal-1 se adhiere a las células cancerigenas a través de la MEC. Como describimos
previamente, la laminina, la Fn y otras glicoproteinas presentes en la membrana proveerian los epitopes
necesarios para la interaccion entre la Gal-1 y la MEC (Elola et al., 2007).

Mientras que el rol de la Gal-1 en el interior celular suele ser independiente de su actividad de
lectina, sus funciones extracelulares dependen de la unién a unidades de N-acetil lactosamina presentes
en glicoconjugados de la superficie (Liu & Rabinovich, 2005).

Varios trabajos ampliaron recientemente las funciones de las galectinas en el sistema inmune,

incluyendo la supervivencia de células T efectoras, el destino bioldgico de las células dendriticas, la
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polarizacion de los macréfagos, el control de las células T reguladoras y la angiogénesis (Croci et al.,
2014b). En los ultimos afios se ha comprobado que la actividad inmunosupresora de Gal-1 también se ha
extendido a la diferenciacion y expansion de CD4", CD25", Foxp3" y Treg (Dalotto-Moreno et al.,
2013) de manera similar a otras galectinas, controlando la retencion a la superficie celular y los umbrales
de sefializacion de un nimero de receptores glicosilados. Sin embargo, su actividad inmunorreguladora
no se limita a poblaciones de células T, debido a que promoveria también la diferenciacion de células
dendriticas tolerogénicas (tDC) y controlaria la emigracién de inmunoégenos tisulares, pero no tDC
(Thiemann et al., 2015).

Los efectos tolerogénicos inducidos por Gal-1 han sido confirmados, debido a que inducia tanto a
tDC en el cancer de pulmoén, asi como también la induccion de células T reguladoras. Por otro lado,
ademads de sus efectos inhibidores inmunes, Gal-1 puede también favorecer el desarrollo de tumores y la
progresion a través de la promocion de la angiogénesis tumoral, favoreciendo la sefalizacion del VEGF
y la promocion de la proliferacion endotelial celular, la adhesion, la migracion y la resistencia a la
apoptosis. La expresion de galectinas es baja en células virgenes y en reposo del sistema inmune pero
aumenta considerablemente luego de un estimulo de activacion y/o diferenciacién, como en el caso de
linfocitos T, linfocitos B y macréfagos activados. Sin embargo, se sabe que las galectinas también se
unen a los glicanos de superficie de microbios potencialmente patdogenos y de algunos parasitos que
median las funciones de reconocimiento, efectoras de la inmunidad innata. Los glicanos que contienen
cadenas de polilactosamina [(GalB1,4GIcNAc)n], tales como la laminina, la Fn, las proteinas de
membrana asociadas a los lisosomas y las mucinas, son los ligandos enddgenos preferidos de las
galectinas de los mamiferos, las aves y los anfibios, como describimos previamente. No obstante, la
funciéon 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
biologicas 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 protedlisis (Astorgues-Xertri et al., 2014).

A su vez, las galectinas en solucion pueden formar especies multivalentes en un equilibrio

dependiente de la concentracion. Por otro lado, recordemos que las galectinas de tipo proto se asocian
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como dimeros unidos de forma no covalente a través de una interfase hidrofobica, mientras que la Gal-3
se asocia via su dominio N-terminal para formar oligdbmeros que en la presencia de oligosacaridos
multivalentes en soluciéon o en la superficie celular despliegan una cooperacion del enlace. Las
galectinas bivalentes del tipo repeticion en tandem pueden reconocer diferentes ligandos sacaridos con
un polipéptido sencillo, aunque también pueden formar agregados de orden mas elevado que mejoran su
afinidad. El ensamblado de las galectinas mediado por rafts (balsas) de lipidos que modulan el recambio
de receptores endociticos sefalizan vias de transduccion que conducen a la activacion de células T,
secrecion de citocinas, apoptosis, maduraciéon de células B, activacion, tolerancia, activacion de
neutrofilos que conduciria a la fagocitosis, estallido oxidativo y liberacion de proteasas y citoquinas
(Garner & Baum, 2008).

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. Por otro lado, los complejos lectina-
glicano se encargarian también de regular los receptores de la superficie celular y la capacidad de
respuesta del receptor a los agonistas, asi como también el control de la rotacion de receptores (Elola et
al., 2015). Ademas, se han demostrado funciones esenciales para las interacciones Gal-1-glicano en el
control inmunolégico y vascular, incluyendo la supervivencia de células T efectoras, el destino biologico
de las células dendriticas, la polarizacion de los macrofagos, el control de las células T reguladoras y la
angiogénesis. A su vez, la Gal-1 contribuye a la adhesion heterotipica de las células tumorales y de las
células endoteliales a la matriz extracelular, las etapas criticas durante las primeras etapas de la invasion
tumoral y metastasis (Astorgues-Xerri et al., 2014).

A su vez, como vimos previamente, dentro del compartimento intracelular la Gal-1 interactiia
con el trifosfato de guanosina oncogénico H-Ras- (H-Ras-GTP) a través de su grupo farnesilo,
mejorando la transformacion mediada por H-Ras mediante la sefializacion de ERK1/2. Se sabe que
inhibe el crecimiento celular y la activacion de células T y promueve la apoptosis de células T activadas.
Hallazgos similares se observaron en modelos de glioblastoma. Como mencionamos en la seccion 1.1.4.
de la Introduccion, se demostro el vinculo entre la expresion de la Gal-1 y la invasion celular del cancer

pancreatico, evidenciando la interaccion directa entre el tPA y Gal-1 en las células cancerosas
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pancreaticas y los fibroblastos del estroma que rodean al tumor. Esta interaccion potenciaria la actividad
proteolitica del tPA y aumentaria la migracion celular e invasion. El agotamiento de la Gal-1 induciria a
la acumulacion perinuclear de la proteina PKCe y vimentina en células de glioblastoma. Esto afectaria el
trafico de integrinas y el reciclado hacia la membrana celular, dando lugar a una disminucién de los
receptores de integrinas en los puntos de adhesion de la membrana celular (Fortin ef al., 2010).

Blanchard et al. (2016) han realizado una revision bibliografica reciente, en la cual investigaron
la inhibicion de la Gal-1, asi como también la inhibicion de las galectinas en general, y han encontrado
que basicamente se logra a través de tres tipos diferentes de inhibidores.

Por lo tanto, los inhibidores de la Gal-1 reportados hasta la fecha son carbohidratos
monovalentes y multivalentes e inhibidores peptidomiméticos. El uso de soportes mono- y disacaridos
ha dado lugar a inhibidores de alta afinidad de la Gal-1, pero el progreso general es lento en
comparacion con el desarrollo de inhibidores de Gal-3. Los inhibidores multivalentes explotan la
naturaleza inherente de galectinas como reticulantes de glicanos, utilizando glicodendrimeros sintéticos
y extractos naturales de polisacaridos. Se han presentado varias patentes con respecto a extractos de
polisacaridos y los ensayos clinicos tempranos muestran efectos adversos limitados. Tanto los
inhibidores de la Gal-1 monovalentes como multivalentes y las galectinas en general carecen de
selectividad debido a la secuencia de conservacion dentro de los CDR de galectina, aunque los
inhibidores monovalentes basados en sacaridos muestran mejor selectividad (Blanchard et al., 2016).

Como describimos anteriormente, la Gal-1 actuaria principalmente como regulador negativo de
la inmunidad al destruir selectivamente células T activadas y por lo tanto podria utilizarse como una
molécula terapéutica potencial para enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Los polipéptidos
desarrollados son mas potentes que la Gal-1 nativa, demostrado por ensayos de hemoaglutinacion,
induciendo apoptosis en timocitos y células T activadas de manera mas potente. Aunque la
administracion intacta de proteinas todavia sufre problemas de farmacocinética, el uso de
nanoparticulas, la terapia génica y los conjugados estabilizadores tales como el polietilenglicol (PEG)
podrian ayudar a superar dichos problemas debido a que daria como resultado una mejora de los
inconvenientes fisicoquimicos generales de las formulaciones de polipéptidos, prolongando la semivida

en el suero, siendo uno de los factores limitantes en las formulaciones de proteinas no modificadas, asi
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como proporcionando proteccion contra el sistema inmune del huésped. Por otro lado, el tratamiento a
través de la terapia génica de Gal-1 se aplico en artritis inducida por coldgeno para evaluar sus efectos in
vivo en pacientes con artritis reumatoidea. Una tUnica dosis de fibroblastos fabricados por ingenieria
genética que secretan Gal-1, al inicio de la enfermedad, fue suficiente para detener la progresion de la
misma. Se observaron efectos similares con la administracion de la rGal-1h (Blanchard et al., 2016).

Se tiene conocimiento que la Gal-1 en el equilibrio monémero-dimero y dependiendo de sus
estados rédox, desarrolla funciones diferenciales. Por lo tanto, para utilizar la Gal-1 como un agente
terapéutico, la funcionalidad variable de las formas oxidada y reducida de Gal-1 requeriria el desarrollo
de una Gal-1 modificada que permanezca estable como una u otra forma bajo diferentes ambientes
biologicos. Un enfoque utilizado mientras se trataba la sensibilidad de la Gal-1 a los ambientes oxidados
fue la generacion de una Gal-1 mutante con una cisteina menos. Se encontr6 que este mutante era mas
estable que el tipo de proteina salvaje y conservo su actividad de hemoaglutinacion después del
almacenamiento sin agentes reductores. Esto también es importante, ya que el uso de productos
quimicos para retener la integridad funcional y estructural de la rGal-1h podria tener efectos adversos
sobre los ensayos celulares, asi como el uso de sustancias quimicas podria sensibilizar las células y
causar interferencia en el resultado del ensayo. El mutante sin cisteina no mostré diferencia estructural
significativa en comparacion con el tipo salvaje de Gal-1 y también fue eficaz en la inhibicion del
crecimiento celular (Nishi ef al., 2008).

Las lectinas en general no son dianas de inhibicién ideales debido a que tienen ranuras
dominadas por interacciones electrostaticas dentro de sus sitios de union. Las galectinas presentan una
dificultad adicional, ya que sus sitios de union a carbohidratos se encuentran altamente conservados con
respecto a la secuencia de aminoacidos, lo que limita el potencial de los inhibidores selectivos. A pesar
de estas dificultades, se han producido mejoras importantes en la afinidad y selectividad de los
inhibidores a base de sacaridos modificados. Se han descrito como inhibidores de la Gal-1 a una serie de
inhibidores de afinidad nanomolar basada en tiodigalactosidos (TDG). El estudio tuvo éxito al cambiar
la selectividad de las moléculas de Gal-3 hacia las de Gal-1, pero se podria utilizar el mismo fdrmaco
basado en la misma estructura pero con una metodologia de disefio para desarrollar inhibidores

selectivos y avidos para la Gal-1 (Van Hattum et al., 2013).
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Se ha demostrado que los glicodendrimeros lactosilados y otros derivados de amino-lactulosa
muestran una mayor afinidad por Gal-1, pero siguen siendo no selectivos. Para aprovechar todo el
potencial de oligodendrimeros y para inducir selectividad y potencia, el perfil de glicano del estado
patologico debe ser conocido e imitado por los inhibidores, como puede verse en los resultados de los
ensayos de competicion, que difieren cuando se utilizan diferentes matrices. Ademads, el patron de
reconocimiento de glicanos de las galectinas del tipo proto y tdndem-repeticion necesita ser mejor
conocido con el fin de seleccionar Gal-1 sobre otros. Ademas, los ensayos cominmente determinan que
la eficiencia del ligando no es infalible, con resultados que no siempre se repiten de un ensayo a otro, y
ademas existe la necesidad de un informe del perfil de especificidad para cada ligando (Blanchard et al.,
2016).

Actualmente, la estrategia de inhibicion mas avanzada de la Gal-1 es el uso de polisacéaridos
modificados, tales como GM-CT-01 y GCS-100, que estan siendo probados en ensayos clinicos de fases
I y II. Es importante destacar que se han desarrollado dos polisacaridos de este tipo que han demostrado
éxito en ensayos clinicos, a saber, GM-CT-01 (Davanat) y GR-MD-02 (Blanchard ef al., 2014a, 2014b).

Se ha disefiado un péptido sintético, Anginex
(ANIKLSVQMKLFKRHLKWKIIVKLNDGRELSLD), utilizando principios basicos de plegado con
secuencias cortas de las regiones de hoja  de las proteinas anti-angiogénicas PF4 e IL-8. Dependiendo
de su concentracion, el péptido cambia entre una forma globular y una estructura rigida hoja f3, pero la
forma activa se ha dilucidado que es la hoja . El mecanismo de acciéon de Anginex comienza en el
plasma, luego interacciona con la Fn para llegar a sitios angiogénicos, donde puede interactuar con CE
activadas. El objetivo celular de Anginex ha demostrado ser la Gal-1, que puede inducir la unién célula-
célula de la CE. El bloqueo de Gal-1 en la superficie de la CE da lugar a la apoptosis y por lo tanto a un
decrecimiento en la vascularizacion del tumor, que conduce a un crecimiento mas lento y una
disminucion de la oxigenacion. Ademas de ser un potente inhibidor del crecimiento tumoral por si solo,
se ha demostrado que Anginex puede trabajar sinérgicamente con una serie de otras terapias, incluyendo
irofulven, carboplatino, angiostatina y radiacion. El uso de Anginex junto con la radioterapia
programada se presentd para ser patentado hace mds de diez afios, en base a los resultados

experimentales que muestran que Anginex sensibiliza a las CE a la radioterapia y que la terapia
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combinada daria lugar a efectos sinérgicos de disminucion de la angiogénesis y del crecimiento tumoral
in vitro e in vivo (Mayo et al., 2003).

Se ha demostrado que ocurre la induccién de Gal-1 por hipoxia a través de un mecanismo
dependiente del factor nuclear kB, complejo proteico que controla la transcripcion del ADN en la
mayoria de las células animales (NFkB) e independiente del factor inducible por hipoxia (HIF) en el
sarcoma de Kaposi. La inhibicion de HIFla y HIF2a en estas células tumorales no previenen la up-
regulacion de Gal-1 por hipoxia. El LGALS1 humano contiene varios sitios de consenso NFkB y la
expresion de un super-represor (IkB-a-SR) o inhibidor farmacoldgico (BAY-117802) previene la
induccion de la hipoxia por Gal-1. Ademas, la expresion mediada por NFkB de Gal-1 bajo hipoxia fue
activada por ROS y la eliminacion de N-acetilcisteina de ROS inhibi¢ la induccion de hipoxia de Gal-1
(Croci et al., 2012).

La radiacion es también un potente inductor de Gal-1 en glioma y CEs in vitro, regulando en
forma positiva a la Gal-1, ademas de la hipoxia. Esta evidencia creciente sugiere que el tumor y CE

pueden utilizar a la Gal-1 para atenuar la respuesta a la radiacion tumoral (Fig. 6.3) (Kuo & Le, 2014).
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Figura 6.3. Gal-1 modula la respuesta del tumor a la radiaciéon. Gal-1 aumenta la expresion en presencia de la
hipoxia y después de la irradiacion del tumor. Esta elevacion de Gal-1 aumenta la reparacion del dafio inducido
del ADN por la radiacién a través de la senalizacion H-Ras, promoviendo la supervivencia celular. La interaccion
HIF-1/Gal-1/H-Ras puede formar un feedback positivo promoviendo la actividad transcripcional de HIF-1 para
conducir fenotipos tumorales agresivos y resistentes a la radiacion. La hipoxia también aumenta la unién de Gal-1
a CE para mediar la sefializacion pro-angiogénica. La Gal-1 también induce la apoptosis de las células T
efectoras, mientras que promueve la expansion de Treg para crear un sitio inmunoldgicamente privilegiado.
Tomado de Kuo & Le, 2014.

Se ha corroborado que una infusiéon combinada de Anginex con una dosis de radiacion subdptima
actuaria sinérgicamente tanto en tumores de ovario humano como también en tumores mamarios, en
comparacion a las terapias por separado. La mejora de la respuesta a la radiacion por Anginex también
fue observada en carcinoma escamoso SCCVII y mieloma maultiple focal utilizando modelos de ratones.
La reparacion de dafios al ADN se produce a través de la sefalizacion Raf-1. Gal-1 interacttia con H-
Ras y su sobreexpresion potencia a Raf-1 y la fosforilacion de ERK1 promueve la reparacion del dafio
producido por radiacion al ADN. La radiacion estimulada por la expresion de Gal-1 tumoral puede
tedricamente aumentar la eficacia de la reparacion del dafio del ADN, promoviendo la supervivencia al
tumor y a las CE a través de la sefializacion H-Ras. Por otro lado, se sabe que existe una interaccion
entre H-Ras y HIF1, proporcionando un posible feedback positivo HIF1/Gal-1 donde la sefializacion
HIF1 bajo hipoxia puede ser mejorada por Gal-1, la cual actuaria a través de H-Ras para promover la
actividad transcripcional de HIF1. Los tumores pueden utilizar esta retroalimentacion positiva para
mantener la expresion elevada de Gal-1 y la sefializaciéon HIF1 para conducir a la radiorresistencia y a
los fenotipos agresivos del tumor (Huang et al. 2012).

Actualmente, las formulaciones se basan en el recubrimiento de la galectina para mejorar la
fijacion y absorcion celular. Por lo tanto, aprovechando la ventaja de la propiedad anti-angiogénica de
las nanoparticulas de oro, las cuales presentan propiedades inhibidoras del VEGF, se ha conjugado la
Gal-1 a nanoparticulas de oro de 13 nm mediante adsorcion fisica, siendo luego patentada como un
reactivo anti-inflamatorio dirigido a la artritis (Liang et al., 2014).

La revision bibliografica realizada sobre plaquetas y galectinas, nos ha dado un amplio
panorama de la importancia de las plaquetas y sobre todo de la Gal-1, en la deteccion, prondstico y
tratamiento de diferentes enfermedades, particularmente de la inflamacion, trombosis y el cancer. Por lo

tanto, consideramos relevante el hallazgo de la deteccion, purificacion, caracterizacion, actividades
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biologicas e interacciones de la Gal-1 en plaquetas humanas logradas en este trabajo, estimando que es

un aporte importante a las lineas de investigacion vigentes.

Conclusiones

En el presente trabajo se logro:

1. Purificar y caracterizar a la Gal-1 plaquetaria:
A. Se concluye que co-purifica con la actina (western blot y RP-HPLC-MS)
B. En el eluato se obtuvo una baja concentracion de proteina , 6-10x10"“mg/plaqueta
C. En el eluato se detecta una baja actividad hemoaglutinante especifica (3019 UH/mg) de

proteina

2. Mediante MC se corrobord que la Gal-1 esta relacionada con la actina, debido a que cambia su
localizacién intracitoplasmatica tras la activacion plaquetaria, produciéndose una colocalizacion parcial
periférica
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3. Se estudid por IFI la interaccion de la Gal-1 exogena con sus ligandos en plaquetas, tanto en reposo
como activadas con Tr y Gal-1, concluimos que la Gal-1 desencadenaba la redistribucion de la Ta
plaquetaria con diferentes patrones, por lo que proponemos que la Gal-1 podria generar un complejo

interactivo con la Ta y con otras proteinas del citoesqueleto, principalmente con la actina y la integrina

Otnb[33-

4. En cuanto a la purificacion de la Gal-1 plasmatica, se logrd purificar y caracterizar en forma parcial,

aunque no se logro6 caracterizar mediante HPLC-MS/MS, pues estaba en muy baja concentracion.
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