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RESUMEN

En el presente trabajo se ha realizado un estudio en
relacidén a iam posibles modificaciones, que se producen en
las plaquetas, inducidas por 1los procesos de aislamiento y

fijacién que conlleva un andlisis a microscopia electrénica.

Inicialmenke comparasmos dos métodos de aislamiento: 1.
En plasma rico en plaquetas (PRP-citratado) a partir de la
sangre completa; 2. Trds la realizacién de diversos lavados
del PRP-citratailo. La prueba de la capacidad agregante no
dié diferencias apreciables entre los dos métodos de
aislamiento. Sin embargc estas diferencias se pusieron de
manifiesto al realizar el andlisis morfométrico, pudiendose
considerar que las plaquetas aisladas segin el método de

lavado estdn meior preservadas que las no lavadas.

A continuacién, una vez seleccionado el método d¢ ais—
lamiento, ceaentramos nuestra atencién en las posibles
inf luencias ejerqidas por los fijadores. Para ello, utiliza-
mos tré5< dé los tipos de fijaciones comunmente aplicados

para M.E. Aungue las esiimaciones morfométricas realizadas



en material incubado en los tres fijadores permitan
clasificar las plaquetas ensayadas como inactivas, el
fijador modificado por nosotros (fijador C) es el que menos
altera la morfologia plagquetaria. En cuanto a los valores
estereoldégicos obtenidos, las plaquetas fijadas con este
método son también las que poseen los valores optimos de los
grdnulos, mitocondrias, sistema canalicular conectado a

superficie (3CC3) y sistema tubular denso (DTS).

Como conseécuencia del andlisis estereoldégico realizado
en las distintas pruebas. hemos podido constatar que el
SCCS, como resaervorio de membrana que pueda ser externa-
lizado trds un proceso de activacién, presenta una mayor
dilatacién cuanto ma&s preservada esta la morfologlia de la
plaqueta. Al c¢ontrario, en estas condiciones, la luz de los
taubulos que constituyen el sistema de endomembranas denomi-

nado DTS, se encuentra de forma mds constrefiida.

Por ultimo, - se ha analizado citoquimicamente las pla—
éuétas aisladas vy fijadas segun el método elegido en los
andlisis anteriores, demostrando la ausencia de alteraciones
en la caracterizacién de Ca#+, glucdégeno y carbohidratos de
superficie ni on la funcionalidad de las actividades ATPasa

Na*/K* y cAMPas.

A partir de estos estudios consideramos que la membrana

externa v la del 8CCS de las plaquetas Jjuegan un papel



importante en el almacenamiento de Ca®*, junto a los grdnu-—
los a, gréanulos densos, mitocondrias y DTS. Muy probable-
mente los fosfolipidos que forman parte de la membrana
citoplasmatica v la del SCCS sean las moléculas a las que el

ién se asocie.

La actividad ATPasa Na*/K* se localiza a nivel de la
cara interna d2 las menbranas en contacto directo con el
medio externo (membrana exterior Yy membrana del SCCS); por
ello la enzima, no parece mostrar compartimentalizacion
entre estos dos dominios de la membrana plasmdtica, a dife-

rencia de lo descrito por otros autores con anterioridad.

En cuanto a la actividad cAMPasa aparecié claramente
definida en el DTS de las plaquetas, Yy hemos estandarizado
un método modificado para su deteccién citoquimica. Asimis—
mo, v tal como se ha descrito bioquimicamente, comprobamos

el efecto inhibidor de la forskolina sobre esta actividad.



INTRODUCCION

En los mamiferos, las plaquetas son los elementos san-—
guineos directamente implicados en los procesos hemostdsicos
y de trombosis ya que intervienen coordinando una serie com-
rleja de acontecimientos asociados con el mantenimiento de
la integridad de los vasos sanguineos (White, 1984). Para
ello, las vplaquetas poseen diversas propiedades funcionales
en las que se incluyen la adhesidén, agregacién, actividad
procoagulante, consolidacién del codgulo y captacién de

serotonina (5HT) (Froijmowvic y Milton, 1982).

A lo largo de la escala filogenética, se han descrito
elementos celulares que, al menos desde el punto de vista
funcional, pueden homologarse a las plaquetas de mamiferos.
Asi, en anélidos, un tuipo celular de la hemolinfa llamado
eleocito posiee capacidad de agregacién que se manifiesta
claramente en los casos de lesidén tisular (Welsch y Storch,
1976). En moluscos, la hemolinfa contiéne un solo tipo
celular, los amebocitos que, ademds de intervenir en

respuestas cefensivas, {agocitosis y reparacién de heridas,



muestran capacidad de agregacién de la hemolinfa ya que esta -
carece de fibrina (Paniagua y Nistal, 1983; Welsch y Storch,
1976) . En artrdsodos, y mdas concretamente en los crustdceos,
se han descrito tres tipos celulares en la hemolinfa que
intervienen enn los procesos de coagulacién denominados
hialocitos, hemocitos semigranulares Yy granulocitos. En
insectos, de los distintos tipos celulares que existen en la
hemolinfa, s6lo el denominado cistocito interviene en el
proceso de coaygulacién por secrecién de fenoloxidasa (enzima
capaz de precipitar componentes de la hemolinfa). En algunos

dipteros, como por ejemplo en Calliphora, se ha descrito la

presencia de otro tipo celular con capacidad de formar
codagulos en 1la hemolinfa, conocido como células eruptivas.
Estas células, con acusaia tendencia a fragmentarse, dan
lugar a estructuras con perfil fusiforme provistas de nucleo

Yy angosto citop:asma (Wesch y Stoch, 1976).

En vertebrados no mamiferos, aparece un solo tipo
celular asociato & los procesos hemostdticos denominado
trombocito. lL.og trombocitos son células enteras, fusiformes
que, en anfibios son de menor tamafio que los eritrocitos y
con nucleo indentado mientras que en las aves el nucleo
ocupa casi fLoda la célula (Andrew y Hichman, 1974; Paniagua
y Nistal, 1983). En ciclostomos no ha sido posible
identificér'trémbocitos, aunque se han descrito células en
forma de huso gue intervienen en procesos de coagulacién

pero carentes de¢ grdnulos que contengan trombina. En mamife-—



ros, como  mencionamos anteriormente, las plaquetas son ele-—
mentos sanguiness dque intervienen en los procesos hemostd-—
sicos. Son fragmentos anucleados vy fusiformes provenientes

de una célula denominada megacariocito.

De los distintos elementos formes de la sangre, fueron
las plaquetas e¢i ultimo en descubrirse. Aunque frecuentemen-
te se atribuye el descubrimiento de las mismas a Hayen y
Bizzozero en 1377 y 1882 respectivamente, fue Donné, en
1842, quien priliero las describidé bajo el nombre de globuli-
nas. Posteriormente se notificé la tendencia de estos ele—
mentos a formal® agregados. En 1865, el anatomista alemdn Max
Schultze da unia clara descripcidén de las plaquetas pero las
considera como vrestos de eritrocitos destrozados. Afios mas
tarde Yulpian v Osler, en 1873 vy 1874 respectivamente,
proponen que 1las plaquetas son independientes de cualquier
otro elemento sanguineo. A partir de estos momentos, los es-—
tudios morfoléuyicos sobre la estructura plaquetaria son mas
precisos pero liimitados por las pequefias dimensiones de las

plaquetas y el poder resclutivo del M.O..

La primera descripcién morfolégica de las plaquetas a
M.E. fue publicada por Wolpers y Ruska en 1939. Este trabajo
fue realizado ¢n el misno laboratorio donde Van Borries y
Ruska desarroliaban el M.E. siendo, por tanto, las plaquetas
uno de los primeros materiales biolégicos estudiado con este

instrumento de wobservacién (David-Ferreira, 1964).



El origen de las plaguetas fue uno de los problemas que
quedarcen sin resiolver durante varios afios. Fue en 1906 cuan-—
do Wright describe la formacién de las plaquetas a partir de
una célula progenitora localizada en la medula 6sea, el me-—
gacariocito (Wiright, 1905). Como toda hipétesis audaz, ésta
tuvo ardientes oponentes y defensores pero, POCO a poco, la
idea de que "la célula yigante de la médula ésea forma la
célula enana de¢ la sangre'" iba expresando la opinién general

(David-Ferreira, 1964).

Sucesives trabajos realizados por diversos autores con-—
firmaron la hipotesis de que las plaquetas se forman del me-
gacariocito por fragmentacidén del citoplasma (Tavassoli,
1980) . Durante 1la maduracidén del megacariocito se originan
repetidas duplicaciones origindndose un nucleo multilobulado
(Barnart v 'Noénaﬁ, 1978) Esta proliferacién nuclear es la
causa de que s@¢  produzcan megacariocitos con diferentes
ploidias (8n., 16n, 32n, 64n). En lo referente a la madura-
cién citoplasmica, se produce un aumento del citoplasma pro-—
porcional a la ploidia nuclear y el desarrollo de diversos
organulos (Thompson, 1986). Antes de la desintegracién, el
citoplasma del megacarioc:to se encuentra organizado en dis-
tintos territorios, demarcados por un sistema de membranas
producidas a partir del reticulo endopldsmico liso, cada uno
de los cuales coriginard una plaqueta (ZuckerQFranklin Y

Petursson, 1984).



Una vez alcanzado el torrente sanguineo, las plaquetas
presentan forma lentiforme o redondeada con superficie lisa
(Barnhart y Noonan, 1978). ﬁo estd claramente establecido si
la adquisicion de la forma es anterior a la separacién de la
plaqueta del megacariocito o la adquiere posteriormente por

un proceso de raeorganizacioén (Frojmovic y Milton, 1982).

Las plaquetas que entran en la circulacién desde la mé-
dula 6sea son temporalmente secuestradas en dos '"pools" in-
tercambiablés:'uﬁo situado en el bazo (Aster, 1966; Penny y
cols., 1966) vy otro no esplénico cuyo origen anatémico no

esta clarament«e definido (Vilen y cols., 1980).

El numero (e plaquetas en sangre es de 250.000 por mm™,
aproximadaments, estando comprendidos sus limites normales
entre 150.000 v 350.000/mm™ (Ratto y cols., 1970). Estos
valores pueden presentar variaciones debido a procesos
patoldgicos yv/0o fisiolégicos como la altitud, estacién del

afio, edad, etc. (Platt, 1382).

La vida media de uns plaqueta es de nueve dias. Final-
mente, la placueta vya eavejecida es capturada y fagocitada
Por macrofagos sésiles situados en el Dbazo (Barnhart vy
Lusher, 1975) v sinusoides hepdticos (Walsh vy Barnhart,

1969) . En determinadas circunstancias, macroéfagos errantes,



como los monocitos, pueden tambien fagocitar las plaquetas

(Barnhart y Noonan, 1978).

Como mencionamos anteriormente, las plaquetas inter-—
vienen en procesos hemostédsicos y de trombosis, para lo cual
requieren una gran sensibilidad frente agentes dquimicos Yy
fisicos vya que. con su activacién, las plaquetas producen
una respuesta ante un dafio en la pared de 1los vasos

sanguineos.

El primer :3uceso que ocurre cuando una plaqueta empieza
a activarse es un cambio en su forma. Por ello, han sido
numerosos los obstaculos que han debido superarse para
1llegar él- conocimiento actual de la morfologia plaquetaria,
Ya que es extremadamente dificil aislarlas de los demas
elementos de in sangre sin causarles un dafio irreparable o

una agregacidn irreversible (White, 1983).

En la wsangre, las plaquetas pueden presentar diversas
morfologias que., segun Frojmovic y Milton (1982, 1983), se
puden clasificar en tres categorias dependiendo de la razén
entre sus ejes (razén axial o rp; rp=eje menor/eje mayor).
Asi, tenemos:

— Discocitos (I'}: Plaquetas lisas de forma discoidal con una

rp<0.5. Estan presentes en un 65-90%.



- Esferoequinocitos (SE): Plaquetas esferoides con gran
namero de Seudébodos y un rp>0.9. Estdn presentes en un 0-
2%.

- Discoequinocitos (DE): Aquellas 4que no satisfacen el

criterio para D y SE. Estan presentes entre un 10-35%.

El significado de esta distinta morfologia plaquetaria
ha sido estudiado durante la agregacién inducida por ADP. La
adicién de AD#® produce wuna activacién plaquetaria con el
consecuente cambio de discocito a discoequinocito y de
discoequinocito a esfercequinocitos. Esta transformacidén se
produce en un intervalo de 1 a 3 min, observdndose la mayor
concentracion (s DE a los 10 sg v de SE entre los 1-3 min.
Estos datos suyieren que la capacidad funcional de los
distintos estados morfolégicos no son equivalentes vy

dependen del estado de activacién (Milton vy cols., 1981).

Asi, las o»laquetas circulantes no activadas presentan
la morfologia e discocitos con finos y pequefios seudopodos
(didmetro de 0.05 um y longitud de 1-2 um), ligero ahue-—
camiento y extremos redondeados (Allen y cols., 1979). El
inicio de 1la activacion conlleva al cambio de forma ante-—
riormente comentado y consecuentemente se produce un aumento
del rp (las plaquetas se hacen mas esféricas) y del numero
de seudépodos +ue, ademds, son de mayor tamafio (longitud de
2-3 um) (Skj@xrten, 1968) . Los seudépodos, tanto cortos como

largos, se provectan radial o tangencialmente al eje mayor



del disco. En los equinccitos se observan también numerosas
rugosidades & 1o largo de toda la superficie que podrian ser
reflejo de granulos secretorios en fase de exocitosis

(Frojmovic y Milton, 1982).

Por otra parte., se ha descrito que el porcentaje de los
diferentes estados morfoldgicos pueden variar en funcién del
sexo. Asi, el porcentaje de discocitos suele ser mayor en la

mujer que en el hombre (Milton y Frojmovic,1983).

Ademas de las diferencias morfoldgicas, las plaquetas
circulantes muestran diferencias en cuanto al tamafio. El
volumen de un «iscocito humano inactivado es de aproxi-
madamente 6.0 uw® pero puede variar de 3.8 a 7.5 um® (Milton
Yy Frojmovic, 19%83). Esta heterogeneidad entre plagquetas
grandes Yy psiradas Yy pequefitas Yy ligeras no es solo
morfoldégica sine tambien funcional, siendo las plaquetas
grandes'mésl funcionales que las pequefias (Thompson y cols.,
1983; Thompson, 1985). Esta diversidad parece ser debida a
la maduracidn ¥ heterogeneidad del megacariocito, ya que una
mayor ploidia el megacariocito va a dar lugar a plaquetas
mds grandes y'pesadas (Penington vy cols., 1976; Thompson,

1986) .



CARACTERISTICAS ULTRAESTRUCTURALES

Son diverzos los trabajos encaminados al mejor conoci-
miento de la estructura plaquetaria (Esquema I). Para White
(1971a,b), las plaquetas pueden ser divididas ultraestructu-
ralmente en cuatro regiones: zona periférica, zona citoséli-

ca (sol—-gel), zona de orgdnulos y sistema de endomembranas.

La zona periférica, o regidén plaquetaria en contacto
con el medio externo, estd a su vez constituida por tres
componentes:

a) Membrana de superficie y membrana que delimita el sistema
canalicular conectado a superficie (SCCS), que proviehe de
invaginaciones Jde la memkrana superficial.

b) Cubierta externa.

¢) Zona citosdlica en contacto directo con la membrana ex-—

terna.

La membrana externa (membrana superficial y del SCCS)
muestra, al iyual que otras membrana biolégicas, una clara
asimetria en cuanto a la distribucién de los fosfolipidos.
Asi, los fosfolipidos ricos en araquidonatos (fosfatidi-
iefanolamina, fousfatidilserina vy fosfatidilinositol) estan
situados prefeirentemente en la cara citosdélica de 1la
membrana, mientras que la fosfatidilcolina se encuentra
igualmente representada en ambos lados de la membrana

(Perret v cols., 1979: Bearer y Friend, 1986). Asimismo,



ESQUEMA 1I: Representacidn esquematica de la morfologia
tipica de wun discociton. GA Grdnulo «o. GD Gré&nulo denso. m
Mitocondria. SCCS Sisitema Canalicular  Conectado a
Superficie. DTS Sistema Tubular 2Denso. CM  Complejos de
Membranas. g Glucégeno. mt Microtubulos. a, Aperturas del

SCCS al medio externo.






observaciones al microscopio de Dbarrido de plaquetas crio-
-fracturadaslhén puesto de manifiesto la existencia de una
serie de particulas de diversos tamafios mayoritariamente
localizadas en la cara E de la membrana (Zucker-Franklin y

Petursson, 1984).

Exteriormente, las plaquetas estan envueltas por una
cubierta, de 15-20 nm de espesor, caracterizada por su carga
negativa neta vy su alto contenido en carbohidratos (White,
1971a) . Esta =zona juega un papel importante en la interac-—
cién de las plaquetas con su medio externo y, en particular,
en la funciodn de hemostasis. Por técnica de deteccién bio-
quimica Yy de aislamiento se han determinado 50 componentes
glicoproteicos reconociblies en la membrana plasmdtica de las
plaquetas, aungue s6élo ocho de ellos (GPIa, Ib, Ic, Ila,
IIb, IIIa, IV y V) han sido mayoritariamente estudiados
(Clemmetson, 1%85). Algunas de estas glicoproteinas han ‘sido
igualmente localizadas formando parte de membranas internas,
como la GPlIb-GPIIla que es un componente de la membrana de

los grdnulos « (Goggstad vy cols., 1981).

Los canales que constituyen el SCCS son invaginaciones
tubulares de la membrana superficial. Estos canales estdn
interconectados entre si formando una red anastomosada de
conductos fenestrados que se extiende por todo el
citoplasma, dezde una cara de la plaqueta a la opuesta

(White v Clawson, 1980). En ambas caras, Yy agrupadas predo-

10



minantemente en la zona periférica, se han observado unas 33
aperturas/plaquesta con una variacién de tamafio compendida

entre 0.05-0.2 um (Frojmovic y Milton, 1982).

El1 SCC3 incrementa notablemente el 4drea de la
superficie de contacto con el plasma, siendo esta superficie
muchisimo mayor que la esperada para un tamafio o volumen
celular dado. liste sistema se considera un reservorio de
membranas ya <due puede evaginarse una vez producida la
activacién y cambio de forma contribuyendo, de esta manera,
a aumentar la razén drea de superficie/volumen (Milton vy
Frojmovic, 197%;. Otras de las funciones propuestas para el
SCCS es s intervenci¢n en mecanismos de endocitosis
(Zucker-Franklin, 1981) y como via secretora (Holme y cols.,
1973). A pesar de la importancia funcional de este sistema,
es de destacar su ausencia en las plaquetas de bovinos

(Zucker-Franklin y cols., 1985).

La regién submembranosa se corresponde con el drea
citosélica que se extiende justo por debajo de la unidad de
de membrana de la superficie de la plaqueta. Esta zona tiene
caracteristicas especiales mostrando carencia de orgdnulos
en plaquetas 1o estimuladas. Posee un sistema regular de
elementos filamentosos tanto a nivel de la membrana plasma-
tica (White, 1969) como a nivel de la membrana del GCCS

(Zucker-Franklin, 1978).

11



Numerosas proteinas forman parte del citoesqueleto de
la plaqueta, siendo la actina la unica que se encuentra en
forma filamentoza cuando la plaqueta estd inactivada (Fox vy
cols., 1984). La actina F interacciona con la membrana a
través de una proteina, de PM 250.000 y compuesta de dos
subunidades, llamada proteina de unién a la actina (ABP) que
a su vez estd anclada a la glicoproteina Ib de la membrana
en la plaqueta inactivade. Otras proteinas identificadas en
las plaquetas tales como vinculina y espectrina, Yy que en
otros tipos <celulares tienen una demostrada capacidad de
unién a actina, han sidc propuestas como responsables de
esta interacc16nr‘Sin embarrgo, en las plaquetas no activadas
parece ser qﬁe w1y probablemente ésta no sea su funcioén (Fox
y Phillips, 1984). La malla regular de proteinas filamen-—
tosas ¥y los puntos de anclaje de éstas a la membrana ayudan
al mantenimiento de la forma discoidal de la plaqueta. Asi-
mismo, contribuyen a la extrusién y estabilizacion de seu-—
dopodos e 1interaccionan con otros elementos del mecanismo
contractil para que se lleve a cabo el cambio de forma asi

como la retraccion del codgulo (White, 1984).

Los microtubulos eg otro de los elementos del
citoesqueleto que se encuentra en la matriz hialoplasmédtica
de la plaquéta. l.a banda de microtubulos estd formada de 8 a
20 anillos de aproximadamente 25 nm de diametro. Estos son
concéntricos en el plano . ecuatorial de 1la plaqueta Yy sus

circunferencias se encuentran justo por debajo de la zona

12



submembranosa. l.os anillos estan separados y sé6lo ocasio-
nalmente se observan pequefios puestes entre ellos (White,
1984) . El anillo de microtubulos, como parte fundamental del
citoesqueleto de la plaqueta, soporta la forma discoidal en
el estado inactivado Yy no se disuelve después de la
exposicién de las células a pofentes activadores (Escolar y
cols.,1987). Tambien interviene en el cambio de forma,
contraccién interna, secrecién Yy agregacién irreversible

aunque de forma muy insignificante (White, 1983).

La =zona e orgdnulos comprende diversos tipos de
estructuras: mitocondrias, granulos densos, grdnulos a, li-
sosomas, peroxisomas Y glucdégeno. De entre todos ellos los
que mejor seé diferencian, dada sus caracteristicas ultra-
estructurales, son las mitocondrias. Se observan elipticas o
esféricas, con pocas crestas Yy en un numero comprendido
entre 5 y 12 vpor plaqueta (Stahl y cols., 1978; Werner vy
Morgenstern, 1980). Ademés de su conocida funcidén en el me-—
tabolismo energético, se ha postulado que podrian intervenir
en la regulaci¢n de la concentracién de calcio intracelular

(Gross y Schneider, 1971).

Los grdnulos densos se caracterizan por presentar un
nicleo intensamente opaco que, a menudo, se encuentra
separado de la membrana por un halo claro (White y Gerrard,
1978) . Estos grdnulos almacenan nucleétidos de adenina (ATP

vy ADP), cationes divalentes (Ca=*, Mg®*), 5-hidroxitrip~—
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tamina ¥ fosfato inorgdnico a muy altas concentraciones
(Reimers, 1985}). Las altas concentraciones de 1los compo—
nentes almacenados dan iugar a que éstos se dispongan
constituyendﬁ 1na "superestructura", Ya que si se
presentaran en solucién ia presién osmética que producirian
provocaria la 1uptura del grdnulo (Da Prada y cols., 1981).
El numero de #2i5tos es muy pequefio, existiendo gran dis-
paridad de opiniones entre los diversos autores puesto gque
la forma de extraccién vy fijacidén de las células es direc—
tamente proporcional a la preservacién de estos grdnulos

(White, 1983).

Los grdnulos a son los mds abundantes en el citoplasma
encontrdandose urnos 60-70 zor plaqueta (Stahl y cols., 1978).
Las proteinas almacenadas en estos granulos se pueden
clasificar en dos grupos (Niewiarowski y Holt, 1985):

— Proteinas especificas de las plaquetas

Factor 4 plaquetario (PFa)

Beta-trombglobulinas (B8TG)

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
- Proteinas gimilares.o idénticas a proteinas plasmaticas

Trombospondina

Factor von Willebrand (VIIIzR:Ag)

Fibrinégen;

Factor V

Fibronect:na, etc.
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Ultraestructuralmente, los grédnulos a pueden ser dife-—
rerites entre «i en lo referente a su opacidad, presencia o
ausencia de esbiructuras o zonas semejantes a nucledides, asi

como en su tamafio v forma (White y Gerrard, 1978).

La presencia de lisosomas fue puesta de manifiesto al
determinar citogquimicamente su contenido en fosfatasas
dcidas y arvlsulfatasas (Bentfeld—-Barker y Bainton, 1975).
De esta manera., pudieron diferenciarse claramente de 1los
grdnulos a a 108 que son muy similares ultraestructuralmen-—
te. La poblacid¢n lisosomal es muy heterogénea, hecho que se
ha observado tanto en gradiente de densidad (Fukami vy
Salganicoff, 14977) como al analizar el porcentaje de
reaccion de lus enzimas lisosomales (Bentfeld-Barker vy
Bainﬁon, 1982). 8Sin embargo, Morgenstern y Janzarik (1985),
realizando un estudio citoquimico comparativo para
determinar la presencia c¢e fosfatasas dcidas, fibrindgeno y
B—-TG, concluyeron que estas sustancias Unicamente se

encuentran er un tipo de crdnulos, los granulos a.

Los peroxisomas, caracterizados citoquimicamente por su
actividad peroxidasa, son de pegquefio tamafio vy semejantes a
los peroxisomas encontrados en otros tipos celulares

(Breton—-Gorius vy Guichard, 1975).

El glucdégenn de las plaquetas humanas se encuentra en

forma B, con un didmetro de 30-40 um y constituido por 18-22
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subunidades del tipo 7. Estd disperso regularmente por todo
el citoplasma ¥ es muy semejante al observado en células del

higado, misculo y leucocitos (Vainer y cols., 1970).

En lo referente al sistema de endomembranas, en el
citoplasma existe una serie de canales, facilmente diferen-—
ciables de 1los que forman el SCCS por su contenido en mate-
rial amorfo de similar cpacidad al citoplasma (White, 1984)
denominado Sistema Tubular Denso (DTS). Las cisternas tubu-
lares se encuentran dispuestas al azar en el citoplasma de
la plaqueta, aungque pueden observarse en estrecha asociacidn
con la banda de microtubulos (Caron y Berlin, 1979; Morgens-

tern y Janzarik, 1977).

El1 DTS, se origina a partir del RER del megacariocito y
bof lo tanto podria asimilarse a REL residual (White, 1972).
Como veremos m4s adelante, este sistema Jjuega un papel
importantisimo ¢n el mantenimiento del estado inactivado,

asi como en lois primeros procesos de la activacién.

En una o dos dreas, generalmente localizadas excentri-
camente en el citoplasma de la plaqueta, se observa una
intima asociacion fisica entre el SCCS y DTS, denominada
complejos de membrana (White, 1984). En réplicas de plaque-
tas criofracturadas se observa que en estas dreas, el SCCS
estd congregads en grupos dentro de los cuales se caracteri-—

zan canaliculos de DTS, estando sus membranas prdcticamente
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en aposicion. Iin los complejos de membranas se ha observado
como el SCCS ex un sistema fenestrado y como los canaliculos
del DTS estan localizados en cada apertura o fenestra

(White, 1975).

CARACTERISTICAS FUNCIONALES DE LAS PLAQUETAS EN ESTADO

INACTIVADO

La regulacién del estado inactivado en plaquetas de
riva de wuna serie de acontecimientos, cuyo fin es el
maﬁtenimiento de:  la concentracién de Ca®+ libre citoplas-
matico por dehajo del nivel requerido para la activacién
celular (Statland vy cols.,, 1969). El Ca®* estd considerado
como un "segundo mensajero' en el proceso de activacién trads
la estimulacién producida por un numero variado de agentes

agregantes (Geryrard y cols., 1981).

Los lugares almacenadores de calcio en plaquetas son el
DTS, membrana externa, grdnulos densos Yy mitocondrias,
aunque solo el calcio almacenado en los dos primeros
interviene, de forma inmediata, en el incremento de Ila
concentracién de calcio citopldsmico trdas un proceso de
activacioén (Gerrard vy White, 1978; Thompson Yy Scrutton,

1983) .
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El DTS, principal responsable de la captacién vy
almacenamiento del Ca®*, presenta gran similitud con el
reticulo sarcopldsmico de las células musculares esque-
léticas, mienti-as que la asociacién del SCCS y DTS mediante
complejos de membranas han sido homologados a las diadas y
triadas de tales células (White, 1984). Ademds, 1la
acumulacion de calcio en el interior de los tubulos del DTS
esta asociada & una ATPasa Ca*®*/Mg®* similar a la observada
en el reticulo sarcopldsmico (Dean y Sullivan, 1982). Por
ello, la captacién de Ca®*+ llevada a cabo por el DTS es un
proceso dependiente de energia (Metz y cols., 1984), a
diferencia de la entrada de este ion a través de la membrana
plasmdtica que ocurre por difusién pasiva. Sin embargo, la
salida a través de dicha membrana se ha postulado que podia
ser realizadc por un proceso activo mediado por una ATPasa
Ca®*/Mg“* o por un intercambiador Na™/Ca®* o bien por una
combinacién de ambos (Bras, 1983). Experiencias tanto
citoquimicas Como bioquimicas sefialan la ausencia de
actividad ATPasa dependierite de Ca** y Mg®* en el plasmalema
de la plaqueta {(3teiner y Luscher, 1935), s1 bilen esta acti-
vidad enzimdtica ha sido puesta de manifiesto en la membrana

de SCCS (Cutler v cols., 1981).

En la membsyana plasmdtica se ha determinado actividad
ATP4&sica Na*/K* (Cutler y <cols., 1980) cuya funcién es
disminuir la concentracién de Na* intracitopldsmico en la

plaqueta inactivada (Akermen, 1982). En tal sentido, el
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proceso de estimulacién viene precedido por un aumento de
tal i6én en el ‘citoplasma, por medio de un intercambio
Na*/H*", lo cual produciria una alcalinizacién citoplasmica
fundamental como prerrequisito para la movilizacién del Ca=™
de los lugares de almacenamiento (Siffert y Akkerman, 1987;

Siffert y cols., 1987).

En la membrana del DTS se encuentra presente una
actividad cAMPas:a (Cutler y cols., 1978). El producto de la
accién de este enzima, el AMP ciclico, tiene como funcion el
control del «calcio libre citopldsmico por debajo de los
niveles que pueden producir activacién, vya 4que inhibe su
movilizacién y estimula su secuestro en el DTS (Blache vy

cols., 1987).

El denominado s:stema adenilato ciclasa esta
constituido por (Hanoune y cols., 1985}):
— unidad catalitica que produce el AMP ciclico
- receptores hormonales que pueden ser estimuladores (Ra) ©
inhibidores (R:)
— dos sistemas acopladores llamados Ne Y Ni, con actividad

GTPasa vy cuyo estado activado es regulado por GTP y Mg=™.

Son  numerasos los compuestos, hormonales Y no
hormonales, que regulan la formacién del cAMP, inhibiendo o
estimulando los diferentes sistemas que componen la adeni-

lato ciclasa (Aktories y Jakobs, 1985). Ademd@s, los niveles
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de cAMP estan regulados por la actividad cAMP-fosfodies-—
terasa que roipe el anillo ciclico. Inhibidores de esta
actividad enzimitica aumentan los niveles de cAMP, con lo
cual se reduce la movilizacién de Ca®* libre desde el DTS al
citoplasma inducida por el agente agregante ADP (Lanza vy

cols., 1987).

Ademds de la movilizacién del calcio al interior del
DTS, el cAMP juega un importante papel en un segundo sis-—
tema, generador de respuestas a diversos factores hormona-
les, denominado via metabolizante de fosfoinositoles (Watson
y cols, 1984). La generacién de una seffal por alguno de los
agentes que inhitben la actividad adenilato ciclasa activa la
hidrélisis, por la fosfolipasa C, de diversos fosfoino-
sitoles unidos a membrana para formar inositol bi y trifos-—
fato v de 1,2 diacilglicerol. Estos compuestos son necesa-—
rios para una «ompleta agregacién por salida de Ca®* libre
desde el DTS hacia el citoplasma y estimulacién de una
proteina quinaﬂa_ C (Berrindge, 1984). La accién del cAMP
sobre esta via e¢s inhibidora, actuando sobre la actividad de
la fosfolipasa C m&s que a nivel de cualquiera de sus

sustratos (Jakebs y cols., 1986).

Como hemos podido ver a lo largo de este apartado, la
plaqueta, en: ¢ estado inactivado, ha sido enormemente

estudiada a muchos niveles. Sin embargo, a nivel ultraes-—
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tructural, los métodos de aislamiento y fijacidén utilizados
han sido muy heterogénecs sin discernir el dafio que se les
produce. Debido a estos métodos, necesarios para su estudio
Y que siempre comportan un compromiso para la integridad ce-
lular, los resultados que se obtienen podrian dar lugar a
ideas equivocadas sobre la morfologia Yy comportamiento
citoquimico de laé plaquetas, asi como a confusidén entre los

datos aportados por diversos autores.
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TESIS A PLANTEAR

En el presente trabajo es nuestra intencién realizar un
estudio comparativo de distintos métodos de aislamiento y
fijacién de »laquetas humanas. Para ello, las lineas
experimentales (lisefiadas han sido:

l.- Comparacion morfométrica y estereoldgica de dos métodos
de_aislamiento de plagquetas. En uno de ellos, las plaquetas
son directament: fijadas en el plasma rico en plaquetas,
obtenido a baja centrifugacion de sangre completa citratada
(PRP-citratado; . El segundo consiste en la realizaciédn de
una nhueva centrifugacién, tras 1la obtencién del PRP-
citratado, y resuspensién del pellet en wuna solucién de
lavado segun Patscheke (1981). La fijacién se lleva a cabo
posteriormente.

2.— Determinadc el mejor método de aislamiento, se realizara
otra comparacion, tanto morfométrica como estereolégica, de
tres diferentes protocolos de fijacidén de plaquetas para
micoscopia electrénica.

3.— Posteriormante se llevard a cabo un examen citoquimico
para observar {a funcionalidad de determinadas actividades
enzimdaticas (ATPasa Na*/X* y cAMPasa) asi c¢omo la carac-—
terizacién de {a®**, glucdgeno y carbohidratos de superficie
en plaquetas aisladas y fijadas segun la mejor metodologia

anteriormente analizada.
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"De esta forma, rretendemos obtener un método de
aislamiento y fijacién gque permita conseguir una Dbuena
conservacion ultraestructural de las plaquetas, de manera
totalmente objetiva, gracias al andlisis morfométrico vy
estereoldgicc. Ademds, comprobaremos citoquimicamente deter-—
minadas actividades enzimdticas que reflejen el mante-—
hihiento funcional de la célula. Con todo ello, esperamos
obtener una idsa bastante precisa de como es la plaqueta en
el torrente sanguineo, lo cual es de gran importancia desde
el punto de vista del conocimiento de su funcién en la
hemostasis, asi como e diversas patologias, tanto

morfoldégicas como funcionales, que se observan en el hombre.
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MATERIAL Y METODOS

La sangre fue obtenida de individuos varones, sanos, de
edad comprendida entre 20-25 afios, no fumadores y que no
habfan sido tratados con ningun fdrmaco que pudiera inter-
ferir en la actividad piaquetaria, al menos un mes antes de
la extraccidn de sangre. La extraccién se realizd por pun-—
cion en vena antecubital con agujas de 21G en tubos
<silicon12ados. VACUTAINER. Inmediatamente 1la sangre se
trasvasé a tubos de plastico (9.0 x 1.5 cm) que contenian
1/7 (v/v) de anticoagulante ACD, N.I.H. fdérmula A (4&cido
citrico 0.8%; citrato «oédico 2.2%; D(+)-glucosa 2.45%),
mezcldandose suavemente. La sangre completa citratada se
centrifugé a 360 g en una centrifuga con rotor vasculante
durante 15 mir. El plasma sobrenadante, rico en plaquetas
(ACD-PRP), fue retirado con una pipeta automdtica con punta
de pldstico y =ubdividido en alicuotas de 3 ml. A cada tubo,
conteniendo ACL~-PRP, se le afiadié 1/9 (v/v) de ACD para
bajar el pH a 6.5, asi como solucién stock I de Apirasa

(Anexo I) vy solucién stock 11 de PGE: (Anexo 1I) estos

24



ultimos en proporcién de 500 ul vy 36 ul, respectivamente,
por cada 100 ml de ACD-PRP (Patscheke vy Worner, 1978) .
Seguidamente s centrifugd a 1200 g durante 15 min,

elimindndose el plasma sobrenadante.

AISLAMIENTO

El pellet de plaquetas se procesé por dos vias
distintas.anteﬁ de su fijacién para M.E.:
1.— Pellet de rlaquetas sin lavar: las plaquetas fueron
directamente resuspendidas en 2.5% de glutaraldehido en
tampén cacodilato 0.1 M, pH 7.2, a ta laboratorio Yy se
centrifugéd a 1200 g durante 15 min. Posteriormente

permanecieron en solucidén fijadora durante 2 h.

2.- Las plaquetas se resuspendieron en 1 ml de tampén de
lavado (Anexo 1II) y fueron trasvasadas a un tubo cénico
(10.0 x 1.5 cm) donde se les affadi¢é tampén de lavado hasta
un volumen igual al mencs a la mitad del ACD-PRP inicial

(Patscheke, 1981). Posteriormente las plaquetas lavadas fue-

ANEXQO I: Solucion stock de Apirasa
50 mgr de Apirasa grado I de patata en 10 ml de
tampén de lavado (Anexo III). Esta solucién puede
Prepalrrarse con anterioridad y conservarse a -20°C
en fracciones de 0.5 ml durante varios meses.
ANEXO 1II: Soluciones stocks de PGE.
— Solucidn stock I: 1 mg de PGE: en 1 ml de etanol
70°.
- Solucién stock II: solucién stock 1 diluida a
1/10 (v/v) en etanol de 70°. La solucién stock I
puede ser previamente preparada Yy conservarse a
—-20°C v oscuridad durante 1 mes.
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ron centrifugadas y sometidas a un segundo lavado antes de

su fijacién como se menciond en el apartado anterior.

Todas las muestras fueron postfijadas en 0sOa. al 1% en
tampén cacodilato 0.1 M, pH 7.2. Seguidamente, los pellets
fueron deshidratados Amediante el uso de acetonas de
graduacién creciente e incluidos en resina epoxi segun el
método de Spurr (1969). Entre los pasos de deshidratacién
correspondientes a acetoras de 70° y 80° se efectué una

tincién con acetato de uranilo al 1% durante 12 h.

Los cortes finos, se 40-60 nm, sSe realizaron con una
cuchilla de diamante (DIATOME, Suiza) en un ultramicrotomo

ULTRACUT (Reichert-Jung) vy fueron recogidos en rejillas de

ANEXO III; Solu¢ién tampén de lavado y reacciédn (Patscheke,
1981) :

Sol. Lavado* Sol. Tampén®
ClNa, mM 100 136
ClK, mM 5 2.5
Cl:.zCa, mM 2 2
Cl:aMg. mM . 1 1
CoHi20s, mM 5 5.5
CeHaO», mM . 36 -
POaHz=Na, mM - 0.32
COx=HNa, mM - 25
Hepes, mg/ml - 1.19

a) Ajustar el pH a 6.5 con NaOH concentrado. Afiadir antes de
Su uso:

~ Albumina de suero bovino, 3.5 mg/ml

— Apirasa so0l. stock, 500 ul/100 ml

- PGE: sol. stock II, 36 ul/100 ml

b) Ajustar el pH entre 7.3-7.4. Afiadir antes de su uso
albumina de suerc bovino, 3.5 mg/ml.



cobre. Este material fue contrastado con acetato de uranilo
al 7.5% durante 20 min, lavado vy tratado con citrato de

plomo de Reynoids (1962) durante 5 min.

Las obserwviaciones Yy tomas de fotografias se llevaron a
cabo en un M.E. de transmisién ELMISCOP 109 (Siemens) vy
PHILIPS EM 300, Para un andlisis previo, se obtuvieron
cortes semifinos (0.5 um) gque fueron tefiidos con azul de

toluidina y obsarvados a M.O.

Anterior a la fijacién, como control del estado de las
plaquetas, se 'obéervo la respuesta de agregacién ante dcido
araquidénico, AP, epinefrina y trombina por medio de un
AGGRECODES PA-310 Daiichi (Kagaku Co. Ltd). Para ello, las
plaquetas obtenidas por 1los dos métodos de aislamiento
fueron resuspendidas en tampon de reaccién (Anexo I1I1), en
nuamero de 1.9 - 2.1 x 10® plaquetas/ml. Seguidamente, y en
una cubeta de reaccién se le affadieron, a 400 wul de
plaquetas en tampdén de reaccidn, fibrindgeno al 10.4%. Una
vez en el agregdémetro y junto con el agente agregante, se le

adiciond 30 ul de ClzCa 25 mM.

FIJACION

Una vez obtenido el nmejor método de aislamiento de pla-
quetas, intentamos observar la repercusién de la fijacion
para M.E., pare lo cual utilizamos tres tipos de fijadores

distintos:
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1.- Fijacién segun Patscheke (1981):

a) Fijacioén, durante 5 min, en un volumen igual al de la
suspensidén de plaquetas en paraformaldehido (1.5%) vy
glutaraldehido (1.%5%) en tampén fosfato de Milloning
0.09 M pH 7.3.

b) Centrifugacidén a 1200 g durante 15 min prosiguiendo
la fijacidn del pe.let durante 2 h a 4°C.

¢) Lavade en el mismo tampén y postfijacién en 0s0a al
1% en tampdn cacod:lato pH 7.3, durante 1h a 4°C.

2.- Fijacién segian White (1983):

a) Fijacion, durante 2 min, en igual volumen que la
solucion de plaquetas en 0.1% de glutaraldehido en
solucidén salina de White:

- 8.9 ml ayua destilada

— 0.5 ml s3lucidén salina A de White (Anexo IV)

— 0.5 ml solucién salina B de White (Anexo IV)

— 0.1 ml de glutaraldehido al 10%

ANEXQO IV; Soluciones salinas de White:

Solucién A: ClNa _ 140 g
ClK 0.75 g
S0a My 0.55 ¢
Agua destilada 100 ml
Refrigeracion a 4°C

Solucidén B: COallix 1.1 g
POalitm . 7H=0 0.22 ¢
POa LK 0.052 g
Rojo Fenol 0.01 ¢
Agua destilada 100 ml

Disuiver a ta ambiente
Buriuijear con €0z 15 sg
Mezciar v ajustar el pH a 7.4
Refxr:geracién a 4°C



b) Centrifugacién a 1200 g durante 15 min, decantando
el sobrenadante y affadiendo 3% de glutaraldehido en
solucidén salina de White:

- 6 ml de agua destilada

- 0.5 ml solucidén salina A de White
= 0.5 ml solucidén salina B de White
- 3 ml de glutara.dehido al 10%

c¢) Permanencia de las muestras, durante 2h a 4°C, en la

solucién fijadora anterior y postfijacioén, durante 1lh

a 4°C en C=s0a al 1% en tampdn veronal acetato de Zetter

quist:

— 5 ml Cs0. al 2%

- 2 ml de tampén stock Zetterquist (Anexo V)

~ 0.68 ml solucién stock salina (Anexo V)

- 2 ml ClH 9.1N

- 0.32 mlnagua destilada

3.—- a) Fijacién, durante 5 min, en glutaraldehido al 1% en
solucion de lavado de Pastcheke (Anexo III). La dilucién del
glutaraldehido ©n la solucién de Pastcheke se realiza
Justamente antes de la fijacién utilizando el mismo volumen

de fijador que d¢ solucién de plaguetas.

ANEXO V: Tampdn veronal de Zetterquist:

Tampon stock: Barbital sodico 14.7 g
Acetato sdodico 9.7 g
Agua destilada 500 ml
Stock de solucidon salina:
Clila 20 g
Cilu lg
Ci.Ca 0.5 g

Aguia destilacda 250 ml
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b) Centrifugacién a 1200 g y renovacién del fijador,
continuando el proceso de fijacién durante 2 h a ta

ambiente.
c) Lavado en solucién de lavado y postfijacién , durante

1 h a 4°C, en 0s0a en tampén cacodilato 0.1 M pH 7.2.

MORFOMETRIA Y ESTEREOLOGIA

Las fotografia fueron tomadas al azar con un aumento
total de 21.000 y 35.000 para la realizacién de los cdlculos
absolutos y relativos respectivamente. De las fotografias a
21.000 aumentos, fueron sometidas a estudio un total de 788
secclones transversales _de plaquetas, en un énalizador de
imdgenes automdtico IBAS (Kontron Bildanalyse FRG). Se
kexéminaron los datos absoclutos de &rea, perimetro de seccion
y longitud del eje menor y mayor. Los cdlculos de volumen Yy
superficie de las plaquetas fueron hechas bajo la concepcion
geométrica de un elipsoide rotacional (Frojmovic y Panjwani,
1976; Sthal v cols., 1978;.

\' (4/3)7(eje mayor/2)# (eje menor/2)

i

S (m/2)eje mayor® + (w/4)eje menor® ((eje mayor + eje

menor)/ (eje mayor — eje menor)) log (eje mayor/eje menor) .

Las fotografias de plaquetas con una ampliacién final
de 35.000 fueron utilizadas para la obtencién de los datos
relativos: Densidad de volumen (Vv), Densidad de superficie

(Sv) vy Densidiacd numérica (Nv). Se muestrearon un total de
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169 secciones de plaquetas Yy se utilizaron plantillas
constituidas por una malla de cuadrados simples perfectos de
0.5 cm de lado. Los datos relativos se obtuvieron por las

siguientes fdérmulas:

Svi = 2P, /(d X P&)
Nvy, = (K/Bd¥) x (Na*72 /[PexP* %)

siendo: d=distancia entre dos puntos de la cuadricula;
Na=numero de particulaé por células; Pe=suma de puntos sobre
el drea de referencia; P=suma de puntos sobre la particula;
P, =suma de  intersecciones de las lineas horizontales de la
bléntilla con los perfiles de los componentes celulares
considerados; § es un coeficiente de férmula que en nuestro
caso estimamos de 1.382 (para particulas esféricas) y K es
un coeficiente de distribucién de tamafios, que en nuestro
caso tiene wun valor de 1.07 (Weibel y cols., 1969; Weibel,

1979) .

CITOQUIMICA

Una vez «obtenido, tanto por morfometria como por
estereologia, e¢i mejor mitodo de preservacién para M.E. de
las plaquetas, se realizaron una serie de técnicas
citoquimicas. PPara ello, se 1llevaron a cabo los siguientes

métodos:



32

HIERRO COLOIDAL (Courtens y Fournier-Delpech, 1979)

l.- Los pellets plaquetarios fueron sumergidos, después de
la fijacion, en dcido acético glacial al 12% durante 20 min
a 4°C.

2.— Incubacidén &n solucidén trabajo de hierro coloidal, 24 h

Sol. madre dializada frente a agua destilada 10 ml
— Cloruro férrico al 29% 4.4 ml

~ Agua destbtilada 200 ml

Acido acético glacial 12 ml

Agua destilada 18 mi
3.4 Lavados en dcido acético glacial al 12%, 20 min

4 .- Deshidratacién e inclusioén

ACIDO PERYODICO~TIOCARBOHIDRAZIDA-PROTEINATO DE PLATA (PA-
TCH-Ag) (Thiery., 1967).

Para la realizacién de esta técnica se utilizé material
fijado pero no postfijado en O0sOs ni contratefiido con

acetato de uranilo e incluido en Spurr.

1.—- Secciones (inas recogidas en rejillas de oro fueron
tratadas por flotacién con d&cido peryédico al 1% en agua
destilada durante 20 min.
2.— Lavados en agua destilada:

— Dos bafinos rapido

— Tres bafios de 10 min cada uno



3.— Tratamiento con tiocarbohidrazida al 0.2% en una
solucidén de dacido acético glacial al 20% en agua destilada
durante 40 min, 48 h y 7<h.
4.~ Tratamiento con proteinato de plata al 1% en agua
destilada a t2 ambiente y en oscuridad durante 30 min
9.- Lavados cuidadosos ern agua destilada.

Como contioles, alcunas secciones fueron tratadas con
proteinato de plata sin previo tratamiento con

tiocarbohidrazida o bien s6lo con tiocarbohidrazida.

PIRANTIMONIATO POTASICO (Borges y cols., 1984).
El piroantimoniato potdsico, como reactivo citoquimico
fué utilizado s«egin dos protocolos:

a) Método Oxalato—pirocantimoniato (OPA)

1.~ Fijadiéh,‘ an igual volumen a la solucién de plaquetas,
con glutaraldehido al 3% en dcido oxdlico 0.09 M, ajustado a
pH 7.4 con KOM 1 M, conteniendo sacarosa al 1.4%, durante 5
min a t2 ambiente.

2.— Centrifugacidén a 1200 g, 15 min, continuando la
fijacion, a 4°C, hasta un tiempo total de 2 h 30 min.

3.— Lavados de los pellets, dos veces durante 30 min, en
dcido oxdlico .09 M con 7.5% de sacarosa.

4.— Postfijacidén en OsO. al 1% y 2% de piroantimoniato
durante 2 h a 4°C.

5.- Lavados, durante 30 min, en agua destilada cuyo pH fue
ajustado a 10 <on KOH 0.1M.

6.— Deshidratacién e inclusién.
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b) Método Fousfato—-piroantimoniato (PPA)

l.— Fijacion, en un vo.umen igual al de la solucién de
'pIaquetaé, én glutaraldehido al 3% en PO.HK 0.09 M, ajustado
apH 7.4 con KOH 1 M vy suplementado con 1.4% de sacarosa,
durante 5 min a t2 ambiente.
2.- Centrifugacién a 1200 g durante 15 min, para Ila
obtencién de pellet, prolongdndose la fijacién durante 2 h
30 min a ta ambiente.
3.— Lavado de los pellets, dos veces durante 30 min, en
PO4H=K 0.09 M con 7.5% de sacarosa.
4.- El restc del proceso es igual al método anterior (OPA)
Para observar la influencia del 1i6n La** en la
distribucién del Ca®*, una parte de las plaquetas fueron
lavadas en solucién de lavado (Anexo III) con cloruro de
lantano 1mM, continuando el mismo protocolo.
Como controles de la especificidad del precipitado en
las dos técnicas, tras la postfijacién, los pellets fueron
tratados durantz 15 min con una solucién de 0s0Oa al 1% con

10 mM de dcido =2tilen—diamino tetraacético, (EDTA).
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P-NITROFENILFOSFATASA DEPENDIENTE DE POTASIO (K+-
pNPPasa) (Mayahara y cols., 1980).
l.- Fijacion durante 30 min a t2 ambiente.
2.- Incubacién durante 1 h a 30°C en:
Tampén glicina-KOH pH 9 (glicina 250 mM, KOH 25 mM)
Citrato de plomo 4 mM en KOH 25 mM
Levamisole 2.5 mM
p—Nitrofenilfosfato (sal de magnesio) 10 mM
Algunos pellets fueron incubados en este medio
conteniendo 25% de dimetilsulféxido (DMSO) .
3.—- Lavados en tampén cacodilato, pH 7.3 0.1 M, con 230 mM
de sacarosa, durante 2 h a 4°C.
4.— Postfijacién en 0s0a en tampén cacodilato pH 7.3 0.1 M,
durante 30 min a 4°C.

5.— Deshidratacién e inclusién.

Controles de esta técnica:
—~ Para demostrar la actividad p—-NPPasa no dependiente de K+,

la 1ncubacién se realizod en un medio similar al
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anteriormente descrito pero carente de K*, va que el KOH de

los tampones fue sustituido por NaOH.

— Adicién de 10 mM de ouabaina a los dos distintos medios de
incubacién.

- Incubacién en los dos medios anteriormente descritos pero

carentes de sustrato.



ADENILATO CICLASA (cAMPasa)

Purificacidén del sustrato

Para la realizacioén de esta técnica citoquimica, el
sustrato empleado, adenilimidodifosfato (App(NH)p) debe ser
purificado antess de su uso, ya que los contaminantes que
presenta pueden inducir a errores en el ensayo (Cutler vy
Christian, 1980). E1 producto (App (NH) p) de la casa
comercial Sigma Chem. Co., con una pureza del 95% fué
purificado a través de una columna catidénica Dowex AG-50W-X4

(1.0 x 4.0 cm) .

Las dilucicones fueron realizadas en agua destilada y se
recogieron un total de 40 alicuotas de 0.5 ml. Entre las
fracciones 23 vy 24 se afiadié 1 ml de ClH 1N para la elucidn
de los contaminantes pegados a la columna. Las fracciones se
midieron en un espectrofotdémetro a 260 nm, realizdndose la
curva correspondiente a la variacién de la absorbancia
(Grdafica I). Las alicuotas 1 a 7 se mezclaron y diluyeron
hasta obtener alicuotas de 1 ml, 2 mM, gque se congelaron

rdpidamente a -20® C.

Adicionalmente se realizé una cromatografia en capa fi-
na en celulosa de polietileneimida (PEI-celulosa) del pro-—
ducto, antes vy después de su paso por la columna. PEI-
celulosa (United States Hiochem Corporation) se diluyd al
20% en agua destilada y se extendié con un grosor

comprendido entre 0.1 — 0.2 mm en cristales de 20 x 10 cm.
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GRAFICA 1I: -Variacioheé dé la absorbancia a 260 nm de las
alicuétas. elucionadas a tiravés de una columna Dowex AG 50W-
X4 de App(NH)p. a: pico «de App(NH)p purificado. b: primer
pico de impurezas. c¢: sagundo pico de impurezas producido

trds la adicién de ClH 0.1 N.
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Posteriormente a su secado, las placas fueron lavadas en
agua destilada Yy nuevamente dejadas a secar una noche. Se
colocaron pequefias gotas del producto a una distancia de 1.5
cm. La cromatografia se desarrollé en cloruro de litio al
1.2 M como fase movil y se revelaron, una vez secadas, con

luz ultravioleta a 250 nm (Esquema II).

Método citoguimico

1.— Fijacién durante 30 min a ta ambiente.
2.- Incubacion durante 30 min a 37°C en tres métodos de

reaccién diferentes:

a) Medio Cutler vy cols, 1381.
Es una variacién del realizado por Ernst (1972a.,b) para

la evaluacioén de la actividad p-Nitrofenilfosfatasa-K*.

Cl:?_Mg 5 mM
Cl=Sr 10 mM
Teofilina 10 mM
App (NH) p 1 mM
Tris—ClH 0.1 M, pH 8.7

-~ Lavados en el mismo tampén
- Conversién del complejo estroncio-imidodifodifosfato
por inmersién de los pellet en NOsPb al 2% en tampén

cacodilato 0.2M, pH 7.2, durante 20 min.
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ESQUEMA 1I: Esquematizacién de la cromatografia desarrollada
en cloruro de litio del producto App(NH)p, antés y después
de su purificacidén en la columna Dowex AG 50W-X4.

Impurezas contenidas en €l producto original.
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b) Medio Cutler y cols., 1985

Cl=Mg 5
FNa 5
Teofilina 10
NOxPDb 1
App(NH)p 1
Tris-maleatl.o 0.1 M, pH 7.2
Lavados en el mismo tampdn

REERE

c) Medio b modificado. In este caso, el medio de Cutler y
cols (1985) lo adaptamos a las condiciones de pH utilizada
por Ando vy cols (1981) para la deteccién de la actividad

ATPasa—-Ca*®=™ ,

Clz=Mg . ‘ 5 mM
FNa 5 mM
Teofilina 10 mM
App (NH) p 1 mM

Citrato de plomo 4 mM en NaOH 25 mM
Tampdén glicina—-NaOH, pH 9 (Glicina 250 y NaOH 25 mM)
Lavados en el mismo tampdn

Para estimular la actividad cAMPasa en las plaquetas se

afiadié en todos los casos:

PGE, 1 uM
PGD: 1 uM
Forskolina 100 uM

PGE: 1 uM + PGD= 1 uM
Forskolina 10 uM + PGE, 1uM + PGD. 1 uM

Como controles de esta técnica se realizaron:
— Preincubacién con 2 1IU de trombina durante 5 min vy
posterior incubanidn en los medios anteriomente descritos
pero conteniendo 2 IU de trombina.
— Incubacién en los medios con estimuladores a los que se

les afiadié alloxan 10 mM.
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— Incubacién en los medios anteriores con estimuladores y

carentes de susirato.

3.—- Postfijacidn en 0s0s« al 1 % en tampén cacodilato 0.1 M
pH 7.2, durante 30 min a 4°C.

4 .- Deshidratacidén e inclusién.
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RESULTADOS

El aislamiento de las plaquetas, tal como se describe
en el apartado correspondiente, fue inicialmente llevado a
cabo mediante dos procedimientos: aislamiento simplemente
del plasma citratado rico en plaquetas (sin lavar) y aisla-
miento tras un proceso de lavado (lavadas). La valoracién
inicial de los mismos se abordé realizando una prueba de
‘agregacién cori diversos agentes agregantes: ADP, trombina,
epinefrina y &c¢ido araquidénico. En las grdaficas II, III, 1V
Y V, puede apreciarse que apenas existen diferencias entre
las distintas «<urvas de agregacion obtenidas, en funcién de
los dos métodos de aislamiento ensayados. En todos los
casos, los niveles de agregacion observados pueden

considerarse normales con respecto a curvas estandars.

MORFOMETRIA Y E3TEREOLOGIA

Los datocs que presentamos en este apartado fueron
obtenidos a partir de muestras procesadas para M.E. de forma

convencional. D¢  ellas, se obtuvieron secciones finas que,



GRAFICAS II Y III: Representacién grafica del porcentaje de
agregacion (%) de las plaquetas con respecto al tiempo
(min), trds la adicioén e ADP y Trombina, respectivamente.
a: Agregacién de plaquetas en PRP-citratado. b: Agregacién

de plaquetas en tampdén de reaccién trds previo lavado.
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GRAFICAS IV Y V: Representacién grdafica del porcentaje de
agregacion (%) de las plaquetas con respecto al tiempo
(min), trds 1la adicidén de Epinefrina vy Ac. Araquiddénico,
respectivamente. a: Agregacién de plaquetas en PRP-
citratado. b: Agregacidén de plaquetas en tampén de reaccién,

trds previo lavado.
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trds contratefiirlas, fueron fotografiadas a 21.000 y 35.000

aumentos, correspondientes a los dos estudios realizados.

Los resultados morfométricos revelan que, entre las
muestras procedentes de cada uno de los dos métodos de
aislamiento ensayados (plaquetas lavadas y sin lavar), exis-—
ten diferencias significativas (p<0.0l1) en el drea de sec—
cién, longitud del eje mayor y menor Yy superficie plaque-
taria. También se pueden observar variaciones aundque sin
significacién aestadistica, entre otros pardmetros mor-
fométricos comw -son el perimetro de seccién y el volumen
fTébla I). Se¢ aprecian ademds diferencias comparativas
(p<0.01) en lay razones entre ejes, con valores de 0.518 %
0.002 vy 0.375 * 0.005 respectivamente (Grafica VI) para

plaquetas no lavadas y lavadas antes de su fijacidn.

Paralelamente, v seglin los valores estereoldgicos
obtenidos, s6leo se aprecian diferencias estadisticamente
significativas e¢n las densidades de volumen y superficie del
Sistema Canalicular Conectado a Superficie (SCCS), asi como
en la densidad numérica de las mitocondrias. En concreto,
los valores de ustos pardmnetros son mayores en las plagquetas

lavadas que 2n {as no lavadas (Tabla II).

Podemos desstacar que, en las plaquetas no lavadas, el

16.7% de la superficie en contacto con el medio externo se
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TABLA 1
METODO DE AISLAMIENTO

Area secciodn* .. 2
Perimetro*..... 7
Long. menor*... 1
Long. mayor*... 2
Volumen*** ., .... 3
Superficie** ... | 10
Unidades:

* um; »” K um';,: ; MK um‘:r.
TABLA I1I

METODO DE AISLAWIENTO

GRANULOS «a

Vv..... 0

Sv..... 2

Nv..... 12
GRANULOS DENSOS

Vv..... 0

Sv..... 0

Nv..... 1
MITOCONDRIAS

Vv..... 0

Sv..... 0

Nv..... 1
S5CCS

Vv..... 0

SV..... 0
DTS

Vv..... 0

Sv..... 4

Unidades: Vv um®*/um®; Sv um*/um®; Nv um® /um™

* p<0.01
= p<0.0a

SIN

.116
.113
.211
. 335
.836
.147

.0627
.1255
.0233
.0356
.1617
. 2897

HH+

LAVAR

SIN

.132
.688
. 517

.012
. 242
.435

. 022
. 424
.495

.025
.929

.063
.300

.0064
.7242
.7242

Mo
oo

.0048
.0662
. 3266

+ I+ i+
QOO

.0031
. 0472
.1427

I+
[N ol ]

.0031
0.0485

4+ I+
o

0.0051
.0495

+ 4+
o

FQNOOG

= OO0

- O

LAVADAS
.751 = 0.0578*
.878 = 0.1269
.944 *+ 0.0205*
.519 %= 0.0222*
.628 + 0.1700
.436 = 0.3740*

LAVADAS
.121 = 0.0045
.448 + 0.0985
.930 = 0.6700
.008 = 0.0012
.203 *+ 0.0271
.300 £ 0.1727
.026 = 0.0024
.489 + 0.0457
.969 + 0.2034*
.050 = 0.0060*
.121 + 0.1041*
.067 * 0.0062
.891 £ 0.2835



GRAFiCA VI: Representacion de las relaciones entre ejes (rp)
de los dos métodos de wislamiento (plaquetas lavadas y sin

lavar) .
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debe al SCCS mientras que en las plagquetas lavadas el SCCS

representa el 26.2%.

Los datos morfométricos determinados tras la serie
experimental del comportamiento de 1las plaquetas frente a
distintos fijadores se muestran en la Tabla III. Para cada
caso, las razones obtenidas entre la longitud de los ejes
menor Yy mayor (i'p) son las siguientes (Grdéafica VII):

Fij. A, rps= 0.324 * 0.005

Fij. B, rp= 0.338 0.005

i+

Fij. C, rp~ 0.311 £ 0.006

En relacidén a los distintos métodos de fijacién em—
pleados, existen diferencias estadisticamentes signifi-
cativas entre los datos morfométricos. Al comparar el
fijador A con los otros dos (B, C) estas diferencias se
observan en todos los parametros plaquetarios considerados.
Asimismo, se aprecian diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0.01) entre 1la rp de las plaquetas fijadas con
los distintos métodos (A, By C) vy 1la de las plaquetas
inicialmente empleadas para observar el comportamiento de
las mismas frente al proceso de aislamiento comentado

anteriormente.

Los valores estereoldégicos comparativos de los dis-—
tintos métodos de fijacién (Tabla IV), revelan dque no

existen diferencias entre los métodos de fijacién B vy C. No
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TABLA I1I :
METODO DE FIJACION

WHITE (A)
Area seccion* l.660y £ 0.0382
Perimetro*. .. 6.0035 + 0.0649
Long. menor*. 0.954 * 0.0151
Long. mayor*. 2.827 £ 0.0299
- Volumen*** , . 3.944 = 0.1177

Superficie**., 13.341 + 0.2743
Unidades:

» um; ok urn’...‘ : HERSE “mif!a'
TABLA IV

METODO DE FIJACION
Wi TE (A)

GRANULOS «

Vv. .. 0.14: = 0.0127

Sv... 3.841 + 0.3318

Nv. .. 34.21% * 3.3352
GRANULOS DENSOS

Vv... 0.03% % 0.0038

Sv... 0.8553 + 0.1289

Nv. .. 7.9518 + 1.4712
'MITOCONDRIAS

Vv. .. 0.087 + 0.0052

Sv... 0.8%7 + 0.1192

Nv. 4,93 + 0.4783
SCCS

Vv... 0.142 + 0.0140

Sv... 4.265 + 0.3941
DTS

Vv. .. 0.000 + 0.0045

Sv... 6.703 + 0,3836

Unidades: Vv um®/um”*; Sv um®/uin®;

DB O

PASTCHEKE (B)

.983
.381
.005
.981
.740
.796

4+ i+

OCOOCOO0OO

.0408*
.0547*
.0155*
.0260*
.1193*
. 2453*

PASTCHEKE (B)

0.097 £ O
2.898 + O
30.138 + 3
0.016 + O
0.555 = O
3.609 = 1
0.034 = O
0.776 = O
5.891 x O
0.098 + O
3.601 =+ O
0.056 + O
7.582 + O
Nv um(:) /um..!!-

* p<0.0}! con respect> a A
“ p<0.05% ¢on respects a A

= p<0.01 ¢oan respecto a B

.0090*
.2541%
.4190

.0017*
.0093*
.0042*

.0043
. 0894
.6847

.0103=
.3302

.0056
.5869

QU WO OWN

GLUTARALD. (C)

.066
.839
.967
.110
.136
177

+ I+ I+

OO0

.0704*
.0821*7=
.0235*
.0362*7=
. 2325%
L3851 7=

GLUTARALD. (C)

WO o

OO o

.089
.463
.913

.019
.531
.781

.035
.770
.436

.101
.529

.058
.598

I+ 4+ + I+ + i+
NO O

+ -+ I+

+

H+

(s NoNe]

o0

.0096*
L2221t
L4922

.0022*
.0675*
.6358*

.0035
.0935
.5650

.6098=
.2617

.0062
.5790



GRAFICA VII: Representan:6n de las relaciones entre ejes

(rp) de los tres métodos e fijacidn utilizados.
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obstante, las muestras fijadas segun estos dos protocolos si
tienen diferencias significativas con respecto a las fijadas
segun A, en 1o dque se refiere a la densidad de volumen (Vv)
Y densidad de wsuperficie (Sv) de los grdnulos «, todos los
pardametros de los grdnulos densos y la densidad de volumen
(Vv) del ‘SCCSl ﬁs mds, la fijacién segun C también mostré
diferencias siynificativas en la densidad numérica (Nv) de
granulos a con respecto al método A. Asimismo, todos estos
datos son significativamente diferentes a los obtenidos con
el fijador wutiliizado en el protocolo anterior (plaquetas
lavadas), real:iwado pafa observar las diferencias existentes
segun el meétod: de aislamiento, a excepcién de la densidad

de volumen (Vv) del DTS (comparar tabla II y IV).

En las grdficas VIII[ vy IX estan expresados los porcen-
tajes de volumenes ocupados por los compartimentos celu-

lares, en plaguetas fijadas segun los tres procedimientos.

Por su parte, en 1las grdficas X y XI se representa la
superficie externa que presenta la plaqueta y la que puede
eXxternalizar tras un proceso que conlleve su activacién
(5CCs, DTS, graénulos a, grdanulos densos). De toda ella, sélo
de un 37 a un 40% se eacuentra en contacto directo con el

medio externo, ¢n la forma inactivada de la plaqueta.

De la superficie oen contacto directo con el medio

externo en estes discocitos (plaguetas en su estado inac-
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GRAFICA VIII: Reparticidn proporcional del volumen
plaquetario entre sus (istintos componentes, segun 1los
resultados obtenidos con los fijadores A (White) vy B
(Pastcheke). En la barra derecha aparece divido el
porcentaje de volumen d¢ los orgdnulos segun sus distintos

componentes.
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GRAFICA IX: Gré&afica semejante a la anterior en '~ la que se
muestra los resultados obtenidos con el fijador C

(Glutaraldehido) .



GRAFICA IX

YOLUMEN

MITOCONDR. 24.3%

DTS 6.0%
SCCS 10.1%

ORGANULOS 14.4% |

GRAN. DENSOS 13.8%

CITOPLASMA 60.6% § GRAN. ALFA 61.5%

IGLUTARALDEHID




GRAFICA X: Representacién grafica de la superficie externa
(membrana externa) Yy la 4que se puede externalizar tras un
proceso que conlleve su activacién (SCCS, DTS, Grdanulos «,
Granulos densos), en la plaquetas fijadas con el fijador A

(White) vy B (Pastcheke), respectivamente.
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GRAFICA XI: Grafica semcjante a la anterior en 1la que se
muestra los resultados obtenidos con el fijador C

(Glutaraldehido) .
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tivado), el 535.5%, 53.5% vy 52.8% estd representada por el
SCCS cam los fijadores A, B y C, respectivamente. En la
grafica XII se representa el numero total de orgdnulos
(grdnulos a, granulos densos vy mitocondrias) por plaquetas

segun los distintos métodos de aislamiento.

ULTRAESTRUCTURA

El examen ultraestructﬁral de las plaquetas objeto del
estudio comparativo entre los dos métodos de aislamiento
(lavadas vy @i lavar) revela la presencia de seudépodos en
algunas de las numerosas secciones celulares que se observa
en cada corte (fig. la). Tanto en las plaquetas lavadas como
sin lavar aparecen secciones correspondientes a planos de

corte IOnQifudinales Yy transversales (Fig. 1b).

Al comparar las caracteristicas ultraestructurales de
las plaquetas sometidas a cada uno de los métodos de
aislamiento empleados, s6lo hemos encontrado variacién en el
Sistema Canalicular Conectado a Superficie (SCCS),el cual
aparece mds dilatado en las muestran lavadas que en las no
lavadas (Compare¢se las figs. 1b, 1lc). Sin embargo, no hemos
apreciado difere¢ncias cualitativas manifiestas entre las
Plaquetas sonetidas a los distintos procesos de fijacién. En
general pues, la organizacioén subcelular de las plaquetas

estd en todos i¢os casos bien conservada.



GRAFICA XII: Representfiacién en barras del numero de

orgdnulos por plaquetas @11 los tres fijadores utilizados.
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FIGURA 1: Caracteristicaﬁ ultraestructurales de plaquetas

a:

aisladas segun los dos protocolos realizados (con previo

lavado antes de su fijacién y sin é1).

Visién general de numerosas secciones plaquetarias ais-—
ladas mediante el proceso de lavado. Obsérvese la
existencia de seuddépodus de distinto tamafio y longitud en

alguna de ellas. (x 14.760).

Secciones transversal vy longitudinal correspondientes a
plaquetas no lavadas. Notese la presencia de numerosos
gradnulos «a (GA), las escasas cisternas del Sistema
Canalicular Conectado & Superficie (*) y la distribuciédn

del Sistema Tubular Denso (DTS) . (x 34.800) .

: Secciones transversales de plaquetas lavadas antes de su

fijacién. Nétese la ditatacién del SCCS8 (*) con respecto

a la anterior fotografia. GA grdnulo «a. (X 48.800).

Plaqueta cortada longitudinalmente, en lé que se aprecia
la banda de microtubulos (mt); los granulos a (GA),
tdbulos del DTS y cisternas del 3CCS (*). Entre la banda
de microtubulos y la membrana citoplasmatica se encuentra

la zona submembranosa (). (x 66.J00).
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La disposicién 4que adopta la Dbanda de microtubulos
caracteriéticaAde las plaguetas se muestra en la Fig. 1d. En
las secciones longitudinales aparece sistemdticamente una
zona carente e orgdnulos, delimitada por la membrana
plasmdtica y 1a& banda de microtubulos, que se corresponde
con la denominada 2zona submembranosa. Los organulos
contenidos en las plaquetas junto con los numerosos tudbulos
del Sistema Tubular Denso (DT3) vy canales del SCCS se
localizan en la regidén citopldsmica que delimita

internamente a la banda de microtubulos (Fig. 1d).

En algunas de las secciones, se aprecian las aperturas
del SCCS al exterior (Figs. 2b, 2c¢) asi como los complejos
de membranas internos organizados entre el SCCS y DTS (Fig.
2d) . Este ultimo sistema se presenta como tubulos alargados
que forman una red interior,la cual es especialmente notable
en las 2zonas mis periféricas de la plaqueta (Fig. 2e). De
hecho es frecuente observar una'estrecha relacidén entre el

DTS y los microtibulos (Fig. 2f).

De los distintos componentes celulares presentes en el
citoplasma de las plaquetas, los grdnulos a son los que
aparecen en mayvor numero. Estos son de tamafio y opacidad
electrénica variable e incluso en algunos de ellos se

observan zonas claras de menor densidad (Figs. 1b, 1lc). Los



FIGURA 2: Detalles ultraestructurales de plaquetas lavadas Yy

fijadas con los tres fiiadores probandos.

a: Grdnulos densos con su tipica moffologia (GD). En ellos,
podemos ver el nucleo altamente osmidéfilo que se situa
central 6 periféricamente en el interior del grdnulo. El
resto del contenido del grdnulo es electréntransparente.
Noétese la proximidad de uno de ellos al SCCS;(*). Fijador

A. (x 86.460).

b,c: Aperturas del SCCS (*) al exterior de la plaqueta. Ais-—
lamiento mediante lavade y fijacion en soluciones B y C,

respectivamente. GA grdnulos «ao. (x 177.600; 157.000).

d: Complejo de membrana (CM), formado por la asociacién de
canales de SCCS y tuabulos de DTS. Plaquetas lavadas vy

fijadas con solucién A. (x 79.200).

e: Sistema Tubular Denso (DTS) compuestos por -tdbulos rami-
ficados dispuestos por toda la plaqueta: Fijador B.

(x 94.000) .

f: Corte transversal muy proximo a la periferia de 1la
plaqueta, donde podemas observar la tipica asociacion del

DTS vy microtubulos (mt). Fijador C. (104.000).
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grdnulos densoy se reconocen ¥y diferencian facilmente de los
grdanulos a porr presentar un nucleo altamente osmidéfilo
localizado en la regién central o periférica del granulo

(Fig. 2a).

CITOQUIMICA

Los datos morfométricos y estereoldgicos revelan que
las plaquetas aisladas con el proceso de lavado y fijadas a
baja concentirac.én de glutaraldehido (Fijador C) son las que
muestran su estructura mejor conservada. Por ello, las
distintas técnicas citoguimicas llevadas a cabo en el
presente estudic han sido realizadas en plagquetas aisladas y

fijadas segun este protocolo.

Con la técnica del &cido peryddico — tiocarbohidrazida-
proteinato de plata, wutilizada para la deteccidén de
glicoconjugados con grupos vic—glicol y/o alfaaminoalcohol,
no pudimos observar precipitado a nivel de la superficie
plaquetaria. 3:inn embargo, esta misma técnica nos reveld la
presencia. de numerosos depésitos densos, correspondientes a
glucégeno, tras un periodo de incubacién de tiocarbohi-

drazida de 72 h.
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4

Morfologicamente, las particulas de glucégeno se
encuentran dispersas por el citoplasma (Fig. 3a) o Dbien
agrupadas (Fig. 3b) en determinadas zonas del mismo; distri-
bucioén similar a la observada citoquimicamente tras la apli-
cacion de la técnica de Thiery. En tal sentido, el preci-
pitado aparece distribuido uniformemente por todo el
citoplasma (Fig. 3c) y, en ocasiones, forma grandes acumulos
(Fig. 3d). En la figura 3e, junto a la distinta intensidad
del precipitada producido por 1las sales de plata, puede
apreciarse la aparente disposicién en forma B de las
particulas de glucdégeno. Asimismo, voluminosas particulas

electrodensas rodean frecuentemente las cisternas del SCCS

(Fig. 3f).

Disminuyendo el tiempo de tratamiento con
tiocarbohidrazida a 48 h o 40 min se mantiene el mismo
patrén de tincidn, aunque menos intenso conforme disminuye
el tiempo de incubacién (Figs. 3g, 3h). En los controles
realizados sin tratamiento con tiocarbohidrazida, no

observamos ningun tipo de precipitado.

El método del hierro coloidal, wutilizado para Ila
demostracién ultraestructural de cargas negativas, dioé
resultados positivos a nivel de toda la superficie externa
de la plaqueta (Fig. 4c¢). Este fino precipitado, debido al
marcaje de los grupos anidnicos de los glicocohjugados de la

superficie celiular, tamhién se observan a nivel del SCCS



FIGURA 3: Propiedades morfoldégicas y citoquimicas del

glucégeno en plaquetas.

a: Seccioén de plaqueta en la que se observan acumulos de
glucégeno (g) de forma dispersa por todo el citoplasma Yy
entre los numerosos grdnulos alfa (GA). (x 60.000).

b: Obsérvese la presencia de acumulos de glucdégeno (g) en
una zona bien delimitada. GA grdnulo a. (x 47.000).

c: Precipitado de plata en el citoplasma de la plaqueta. No6-
tese la ausencia de tincién a nivel de la membrana plas—
matica. GA grdnulo «. Seccién corntratefiida. (x 66.000) .

d: Seccidén contratefiida trds su ircubacién en la secuencia
PA-TCH-Ag. Obsérvese la presencia de grandes acumulos de
glucégeno (x 42.800).

e: Micrografia donde se aprecia el fino granulado producido
por la precipitacién de plata. (x 73.200).

f: Asociacién muy caracteristica del glucédgeno con el SCCS
(*). (x 61.800).

g: El tratamiento de carbohidrazide durante 48 h sigue pro-
duciendo el mismo tipo de precipitado . (x 35.000).

h: Nétese la asociacién directa del glucégeno con el SCCS
(*) en una seccién tratada durante 40 min. de tiocarbohi-
drazida. Obsérvese como el precipitado obtenido es algo
mas tenue. (x 72.500).

i: Seccién incubada con proteinato de plata sin tratamiento
de tiocarbohidrazidq.. Notese la ausencia de precipitado.

(x 40.000) .






FIGURA 4: Secciones de plagquetas no contratefiidas, obtenidas
trds la realizacidn de 1la técnica del Hierro Coloidal,

para la deteccioén de cargas negativas.

a: Observese el fino precipitado de¢ hierro sobre la membrana

plasmdtica vy el SCCS (*) con esia técnica (246.600).

b: Cisternas del SCCY (*) delimiiadas por el producto de

reaccioén. (x 216.000).

c: Con esta técnica las aberturas de SCCS (L) a la superfi-
cie exterior de la plajgueta se hacen claramente visibles.

(x 200.000) .
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(Figs. 4a, 4Db). Con este método se puede apreciar claramente

las aperturas de este sistema al exterior (Fig. 4c).

Para la valoracién c¢itoquimica del ién Ca®* nos pareciod
adecuado utilizar uno de 1los métodos cuya fiabilidad se ha
probado en el misculo escuelético y cardiaco (Borges vy cols.
1984) . E1 procedimiento se Dbasa en la aplicacién de dos
técnicas independientes: wuna utiliza el oxalato vy otra el
fosfato para "atrapar'" ¢ estabilizar el calcio intracclular

antes de su conversion en una sal de antimoniato.

La combinacién del oxalato-piroantimoniato (OPA) pro-
dujo la precipitacién de las sales de antimoniato en el DTS
(Fig. 5a, 5d, 3e) y en el SCCS (Figs. 5b, 5c, 5d), mientras
que la membrana plasmdtica aparecié carente de precipitado.
En los orgdnulos citopldsmicos pudimos observar depdésitos de
antimoniato calcico en el nucleoide de los grdnulos densos
(Fig. 5e), en raras ocasiones en grdnulos a (Fig. 5f) y en
el interior de la matriz mitocondrial (Fig. 5g). El trata-
miento previc de las plaquetas con el agente quelante EDTA
evité la aparicién del precipitado anteriormente comentado,
lo cual confirma la especificidad de esta técnica para la

deteccién de calcio.

Por su parte, tras la combinacién fosfato—piroanti-
moniato (PPA)., aparecen acumulos electrodensos en la

membrana plasmdéiica (Fig. 6a) vy, de manera mds intensa, en



FIGURA 5: Determinacidén del ién Ca** mediante la técnica del

OPA. Secciones sin ccntratefiir.

a: Notese el precipitadc de antimoniato Ca®* a nivel del DTS
y la ausencia de tincioén a nivel de la membrana plasmati-
ca. (x 107.940).

b: En esta micrografia podemos ver la presencia de reaccion
en las cisternas del 3CCS (*). (x 51.200).

c: Detalle de la distribucién del precipitado a nivel de 'la
cara externa del SCCS (*). (x 74.250).

d: Micrografia en la cual se demuestra la tincién especifica
exhibida por el SCCS (*) y DTS (d). (x 56.700).

e: Obsérvese como el pirecipitado que se produce en el DTS
(f), se encuénfra’ localizado a nivel de‘la cara interna
dé su membrana. GD grdnulo denso. (x 66.000).

f: Reactividad del nucleoide de un granulo o (GA) frente a
la aplicacién de esta técnica. (x 102.600).

g: Precipitado de antimoniiato Ca** en la matriz mitocondrial
(x 130.000) .

h: Ausencia de reaccién en una seccién perteneciente a
células preincubadas «<on EDTA previa a la realizacion de

la técnica. (x 45.0C0).






FIGURA 6: Determinacién del ién Ca®* mediante la ténica del

PPA. Secciones sin contratefiir.

a: Precipitados electrodensos de antimoniato Ca®* a nivel de

la membrana plasmdatica (A). (x 70.290).

b: Notese la existencia de tincieén especifica en el SCCS

(*). (x 71.280).

C: Seccidén de plaquetas incubadas c¢on ClxLa previamente a la
técnica del PPA. HNoétese como el precipitado ha
desaparecido totalmente de la membrana citoplasmdtica y

posee menor intensidad en el SCCS (*). (x 42.400).

d: La quelacién de Ca®* por EDTA con anterioridad a la
realizacidén de la técnica abolid totalmente la reaccién

(x 33.600).

e: Obsérvese depdsitos densos de antimoniato Ca®* en la zona
de microtibulos de una plaqueta en el inicio de su

activacién. (x 59.130).

f: En esta micrografia e observa otro estado mds avanzado
de activacién con la zona de microtubulos reactiva al

PPA. (x 87.780).
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el SCCS (Fig. 6b). La presencia de precipitado en el DTS vy

organulos celulares es de escasa o nula relevancia.

No obstante, este puede aparecer en la 2zona de
microtubulos en plaquetas en distinto estado de activacién
(Fig. 6e, 6f). Tal hecho pudo ser observado gracias a la
cantidad de secciones plagquetarias éxistentes en un solo
corte fino no miendo, por tanto, de estrafiar la presencia de
algunas de ellas en estado activado. Igual que en el caso
anterior, el <ratamiento previo, a la técnica del PPA, con

EDTA produjo la pérdida completa de la reaccién (Fig. 6d).

Tenliendo e¢n cuenta que el lantano es un ién que compite
con el calcio por sus luygares de union, para determinar las
caracteristicas del calcio revelado por ambos procedi-
mientos, las plaquetas fueron preincubadas con ClxLa. En
estas condiciones, la precipitacién obtenida con la técnica
del OPA no varidé sensiblemente respecto a la tincidén
obtenida inicialmente. Sin embargo, en la técnica del PPA,
la adicién de lantano dié como resultado la desaparicién del
precipitado en la membrana plasmdtica vy, en mucha menor

proporcioén, en ¢1 SCCS (Fig. 6c).

Siguiendo ¢l método de Mavahara vy cols. (1980) para la
valoracién citoguimica de la actividad p—-nitrofenilfosfatasa

(caracteristica de la fase de defosforilacién en el
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funcionamientc del complejo ATPasico 4que media los cambios
Na*-K*) observamos la presencia de un precipitado de plomo
definido en el DTS (Fig. 7a), SCCS y membrana externa (Figs.
7b, 7c¢, 7d4). Asimismo, en algunas ocasiones se detectan,
precipitados de tipo puntual en la membrana de los granulos

densos (Figs. 7a, 7b).

Tal como era de esperar, la presencia de DMSO en el
medio de incubacidén aumentd el precipitado anteriormente
citado siendo este cambio mds relevante en 1la membrana

plasmdtica y 8¢€CS (Figs. 7e, 7f).

Para determinar la actividad no dependiente de K=,
algunas plaquetas fueror. incubadas en un medio en el que el
K* habia sido sustituido por Na*. En estas condiciones, los
dep6sitos de plomo aparecen exclusivamente en el DTS (Figs.
79, 7h), no puldiendose observar ni en el SCCS ni en la

membrama plasmiatica.

Cuando afiadimos ouabaina al medio completo de reaccioén
detectamos la pérdida del precipitado en las 2Zonas de
membrana en contacto con el medio externo (Figs. 7i, 73) Y

la disminucidn de la reaccidén del DTS.

Tras la eliminacién del p-nitrofenilfosfato del medio
de incubacién, no hemos cbservado ningan tipo de precipitado

(Fig. 7K).



FIGURA 7: Determinacién de la actividad p-Nitrofenilfos-
fatasa dependiente de K= segun el método de Mayvahara vy

cols. (1980).

a: Precipitado especifico de plomo en el DTS y membrana de
los grdnulos «a. Seccién contratefiida con acetato de ura-
nilo. (x 59.670).

b: Seccion en la cual se aprecia. ademds de la reactividad
del DTS y grdnulos a a esta técnica, la existente a nivel
del SCCS. BSeccién contratefiida con acetato de uranilo.
(x 52.400) .

c: Detalle de 1la reaccidén en el SCCS (*). Seccién sin
contratefiir. (x-loi.700).

d: ﬁrecipitado de plom¢ bien definido en la membrana cito-
pléasmica de la plaqueta mostrada. Seccién sin contrate-
fiir. (x 88.250).

e: La adicién de DMSO al medio ce incubacién produjo un
aumento de la intensidad de la tincién en los lugares
reactivos. Notese que este incremento es mayor a nivel de
la membrana citoplasmdtica y &CCS. Seccién contratefiida
con acetato de uranilo. (x 60.480). o

f: Otra seccién plaquetaria donde podemos observar nueva-—
mente este aumento. Seccidén sin contratefiir. (x 93.200).

g: Observese la desaparicisén del precipitado a nivel de la
membrana plasméatica y del SCC&, trds la sustitucién del
16n K* del medio de incubaciér. por el ién Na*. Seccién

contratefiida con acetato de uranilo. (x 65.340).



Figura a gran aumentc en la que se muestra el precipitado
de plomo en el interior del DTS. Seccién sin contratefiir.
(x 210.000) .

: La adicidén de ouabaina al medio completo de incubacién
provocd la desaparicioén del precipitado de plomo a nivel
de la superficie exterior (membrana plasmdtica y SCCS).
Seccidén sin contratefiir. (x 67.650).

Detalle de la anterior figura a mayor aumento, en el que
se aprecia el precipitado producido en el DTS. Noétese
tambien la disminuci¢n de la reaccién obtenida comparada
con anteriores micrografias. $Heccidén sin contratefiir.
(x 103.125).

Seccion plaquetaria donde no se observa ningun tipo de
precipitado de plomo trds 1la .ncubacién del material en
un medio carente de p-nitrofenilfosfato. Seccidén sin

contratefiir. (x 44.820).






La demostracién citoquimica de la actividad adenilato
ciclasa, por l[us procedimientos a Y b descritos en apartado
de Material vy ilétodos., no dié resultados valorables yvya que,
con el primero, el precipitado era inespecifico y con el
segundo no se manifestdé la reaccién. Por ello, modificamos
la técnica b adaptandola en un solo paso. Ello nos permitié
trabajar a un pH 1iddéneo para esta actividad (pH 9.0) vy
~evitar la aparicidén de precipitado en la solucién, hecho que
se produce a4l trabajar a un pH tan alto. En estas
condiciones vy «on todos los estimuladores ensayados, pudimos
observar depdsiltos de plomo especificos en el DTS de las

plaquetas.

La estimulacién con PGE. dio lugar a un fino
precipitado a nivel de todos los tubulos que forman el DTS.
En las Figs. &&,” 8b podemos observar dos secciones de dis—
finta orientacion en las que el precipitado aparece
perfectamente repartido por todo este sistema. El preci-
pitado, localizado en el interior de los tubulos, (Fig. 8c)
se encuentra associado a la cara interna de la membrana que

los delimita (FFig. 84).

La utilizacidén simulténea de los estimuladores PGE:. vy
PGD» no parece modificarr la intensidad del precipitado
anteriormente clhiservado (Figs. 8e, 8f). Sin embargo, cuando

el medio conternia sélo PPGDx como activador, ademds de una
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FIGURA 8: Imagenes correspondientes a plaguetas incubadas en
el medio de deteccién de la actividad Adenilato Ciclasa,
segun la modificacién realizada por nosotros del de

Cutler vy cols (1985).

a: Seccidén longitudinal de wuna plaqueta en la cual se
muestra la presencia de fuerte precipitacidon de plomo en
el DTS. En este caso el tratamiento se realizé en presen—
cia de PGE: como estimulador. Véase la asociacién exis-—
tenﬁe entre el sistema de tubulos reactivos y la banda de
microtubulos (k). Seccién sin contratefiir. (x 52.800).

b: Seccidén transversal en la que podemos apreciar nuevamente
la reaccién eépécifica del DTS. Obsérvese la distribucién
de estos tubulos a 1o largo de todo el citoplasma. PGE.
como estimulador. Seccién sin contratefiida. (x 84.000).

c: En esta micrografia podemos apreciar la ausencia de
precipitado a nivel de la membrana plasmdatica y del SCCS
(*). Estimulacién con PGE.. Seccidén sin contratefiir.
(x 50.400).

d: A mayor aumento se cobserva como el precipitado en el DTS
se encuentra asociado a la cara interna de la membrana
que delimita a c¢ada tdbulo. Estimulacién con PGEs.
Seccidén sin contratefiir. (x 271.320).

e: La estimulacién con PGE. v PGD= no altera la
precipitacién, tal como se muestra en esta micrografia.

Seccién sin contratefiir. (x 33.800).



Figura semejante a la anterior pero a mayor aumento.
Seccidén sin contratefiir. (x 44.480).

Drastica disminucidén del precipitado a nivel de los
'tﬂbulbs del DTS cuando en el medio solo se encuentré la
PGD como estimulador. Seccidn sin contrateﬁir.
(x 61.290).

: Microgfaf&a éemejant@ a la anterior en la que se observa
la reaccién en presencia de PGDa: como unico estimulador.
Seccion sin contratefiir. (x 29.000).

Paralelamente a la disminucién ce precipitado debido a la
utilizacién unica de PGD=, 1la reaccidén desaparecié de
algunos tabulos. ©Seccidén contratefifida con acetato de

uranilo. (x 29.000).
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disminucién de la intensidad de tincién (Figs. 8g, 8h),
observamos que no todos los tubulos del sistema eran

reactivos (Fig. 8i).

La estimulacidén producida por el diterpeno forskolina
parecidé modificar la actividad cAMPasa, al producir un
aumento de la intensidad del precipitado 1localizado en el

DTS (Figs. 9a, “Db).

La combinarcién de los estimuladores PGE:. + PGD= +
Forskolina origyindé una drdstica disminucién de la reacciodn
(Figs. 9c, 9d}. aungque menor a la observada al utilizar ex-
clusivamente PGDs: - Asimismo, en estas condiciones,
apreciamos que no todos los tubulos contenian precipitado vy

que este no era totalmentse homogéneo.

La prein:cubacion Yy posterior incubacién de las
plaquetas con Ilrombina, adicionada esta a todos los medios
de reaccién utilizados, produjo la total desapariciodn del
precipitado pracucto de la actividad cAMPasa (Figs. 9e, 9f).
Sin embargo, el tratamiento con alloxan, ensayado también en
todos los medios, aunque conduce a la casi total desa-
paricion del precipitado, no 1o evita completamente cuando

esta en presencia de PGE, (Fig. 9g) o forskolina (Fig. 9h).

La ausencii de sustrito en los distintos medios impidid

la aparicién de precipitado (Fig. 91).
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IGURA 9: Nuevos detalles de la determinacién citogquimica de

la actividad cAMPasa.

a: Fuerte reactividad d2! DTS debhido a la estimulacién por
forskolina. Seccidn sin contratefiir. (x 48.000).

b: El1 precipitado de piomo obtenido se localiza a nivel de
todos los tubulos del DTS. Forskolina como estimulador.
Seccion contratefiida con acetatc de uranilo. (x 45.600).

c: En comparacidén con las pruebas anteriores la combinacién
de los tres estimuladoires utilizados produce una pérdida
notable del producto e reaccidén. Seccién contratefiida
con acetato de uranilo. (x 50.400).

d: En esta seccidén se oovserva la pérdida casi total de
reactividad, demostramilose la presencia solo de algunos
tubulos con precipitalo. Estimuladores PGE. +PGDz+Fors-
kolina. Seccidén contratefiida con acetato de wuranilo.
(x 59.400) .

e: Secciones de plaquetas preincubadas e incubadas con el
agente activador trombina. Nétese la ausencia total del
precipitado. Estimulador PGE.. Seccién contratefiida con
acetato de uranilo. (x 41.580).

f: Seccibén pertenecients a plaquetas preincubadas con trom-
bina e 1incubadas con medio completo conteniendo PGE. vy
forskolina. La reactividad citoquimica para la cAMPasa
sigue siendo nula. Szccidén contratefiida con acetato de

uranilo. (x 29.000).



En esta imagen, nétese la presencia de una pequefia
reactividad enzimdtica (L) en el DTS, tras la incubacioén
de las plaquetas en =21 medio completo con alloxan como
inhibidor y PGE: como estimulador. Seccidén contratefiida
con acetato de uranilo. (x 60.900C).

Nueva pérdida de precipitado trds la' introduccién de
alloxan. El escaso precipitado observado sigue locali-
zandose a nivel del DTS (L). Forskolina como estimulador.
Seccidén contratefiida con acetato de uranilo. (x 34.780).
Micrografia en la «que se observa la ausencia total de
tincidén trds la incubasién en medio completo con PGE.,
pero en ausencia de sustrato. Seccidén sin contratefiir.

(x 74.250) .
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DISCUSION

La fiabilidad de un estudio sobre estructuras biolé—-
gicas depende en gran medida de la buena preservacién de sus
caracteristicas morfoldégicas vy estructurales durante su ex—
traccidén y manipulacién. En el caso de las plaquetas, el
empleo de diversos métodos de aislamiento constituyen 1la
primera barrera que se ha de superar antes de ser sometidas
a estudio. Porr ello, el presente trabajo lo hemos iniciado
comparando los dos métodos de aislamiento mds ampliamente
utilizados: el aislamiento de plaquetas en un plasma rico en
plaquetas (PRP~citratado) a partir de sangre completa y el
aislamiento a +través de diversos lavados a partir del PRP-
citratado. Este ultimo sistema, original de Patscheke vy
Worner (1978) vy Patscheke (1981), cumple diversas funciones
en la preserva:ién de la estructura plaquetaria. Asi, el
tampén empleado para el lavado posee un pH de 6.5 que
facilita el mantenimiento de 1la plaqueta en su estado
inactivado (White, 1983) optimizando la funcidén de la api-

rasa que lleva incorporada. FEsta enzima junto con la PGE.
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actua como agente bloqueador de la activacién plaguetaria

(Patscheke y Worner, 1978).

En un principio, tras la realizacién de la prueba de
agregacion llevada a cabo con potentes agentes agregantes
(ADP, trombina, epinefrina y d&cido araquidénico), no pare-
cla existir diferencias s:gnificativas entre los dos métodos
de aislamiento ensayados. Sin embargo, estas diferencias se
pusieron de manifiesto al realizar el andlisis morfométrico.
Para plaquetas que sufrieron el proceso de lavado, la razén
axial (rp) es de 0.37, con lo cual podrian ser calificadas
como discocitos (Discocitos: plaquetas con forma elipsoidal
con rp<0.5. Frojmovic y Milton, 1982; 1983). Por su parte;
las plaquetas no lavadas presentaron un rp=0.52, correspon-—
diente a células més esfericas, por lo que se asimilarian a
discoequinociteos (Discoequinocitos: presentan 0.5<rp<0.9.
Frojmovic y Milton, 1982; 1983). El mismo resultado se puedo
observar tambien al comparar la relacién existente entre el
volumen y sﬁpérficie de las plaguetas obtenidas por ambos
métodos. Asi, para plaguetas no lavadas, esta relacién es
0.38 vy para laz lavadas es de 0.32 (para una esfera esta
relacién tenderia a 1.0). Por todo ello, morfométricamente
podemos considerar que .as plaquetas aisladas segun el
método de lavado estan mejor preservadas que las no lavadas,
tal como previamenete habiamos sugerido (Gonzalez-Utor vy

Lépez—-Campos, 1987).
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Estudios rgalizados a M.O. proponen, en el caso de los
discocitos, una media de 1.0 y 3.1 um para la longitud del
eje corto vy largo respectivamente, con un rp=0.3 (Frojmovic
Yy Milton, 198%2; 1983). ILs de destacar, que aunque las pla-
quetas lavadas se incluyen dentro de la categorifa de disco-
citos, la longitud de su eje mayor es corta con respecto a
la longitud propuesta debido, probablemente, al método de
fijacién wutilizado en esta experiencia. Sthal y cols.
(1978) ., bajo M.li. v con métodos de aislamientos diferentes a
los ensayados por nosotros, definen la longitud del eje
mayor de 2.94 .m. Esta medida se corresponde con los valores
dados para discocitos, aunque la longitud del eje corto
determinada por estos autores es superior a la observada
por nosotros «n plaquetasz lavadas (1.41 um con respecto a
0.944 um). Esto hace asemzjar tales plaquetas con discoequi-

nocitos ¢ plagquatas en estado de activacién.

En cuanto a los wvalores estereoldgicos obtenidos en
ambos aislamientos, los pardmetros de densidad de volumen
(Vv) , densidad de superficie (Sv) y densidad numérica (Nv)
de los organulas celulares s6lo muestran una pequefia
diferencia en INv de las mitocondrias (p<0.05), observdndose
como hay 'més ﬁltocondrias en las plaquetas lévadas que en
las no lavadas. Sin embargo pueden apreciarse diferencias
altamente significativas (p<0.01) entre los dos métodos al
comparar la Sv y Vv del SCCS. En las plaquetas lavadas, Sv y

Vv es el doble que en las plagquetas sin lavar. Este aumento
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del SCCS producido por el procesoc de lavado probablemente_

sea debido a la albumina contenida en el tampén de lavado,
necesaria comoc requerimiento para mantener la estabilidad
del discocito (Frojmovic y Milton, 1982). De hecho, se
conoce la capacidad de esta proteina plasmdtica para
producir éaﬁbi@m en el 4rea y volumen de los hematies con

objeto de mantener la forma de los mismos (Jay, 1975).

El sistems  tubular denso (DTS) no parece afectarse por
los métodos de aislamientos ensayados, puesto que no hemes
encontrado diferencias significativas entre los parametros
valorados. ©in embargo, la gran superficie observada,
consecuencia de¢ la naturaleza tubular de este sistema, es

mayor a la obtenida por otros autores (S5thal y cols., 1978).

Por tod¢ 1o hasta ahora comentado y basandonos funda-
mentalmente ¢n los resulzados obtenidos tras el andlisis
morfométrico, consideramos que de 1os dos métodos de ais~
lamientos ensayados el que incluye varios lavados del PRP-
citratado es ei mé&s idoéneo, ya que preserva mejor la estruc-

tura plaquetaria.

Una vez seleccionado el método de aislamiento més
adecuado para 1 estudio de las plaguetas a M.E., centramos
nuestra atencid¢ii en las posibles influencias ejercidas por

los fijadores sabre el material.



Los fijadorres utilizados en los estudios de plaquetas a
M.E. son muy numerosos, habiendose sugerido gue bajas con-—
centraciones de¢ glutaraldehido producen minimas alteraciocnes
morfoldégicas (White, 1983). Tras haber llevado a cabo un
estudio biblioyrdfico de los diferentes fijadores empleados
por distintos autores., hemus comparado tres de ellos:
Fijador A, seyun White (1983),; Fijador B, segun Pastcheke
(1981) y Fijador C. Este ultimo, es una modificacidén que
hemos realizado. que congsiste en utiiizar una baja concen—

tracién de glutaraldehido en el mismo tampén de lavado.

Morfbmétriwamente podemos observar como de los tres
fijadores el C «¢s el que mantiene las plaquetas en forma mé&s
discoidal, llegando a tensr las longitudes de los ejes mayor
Yy menor los valores obtenidos con otros.métodos de andlisis
(Frojmovic y @IMilton, 1982). Las razones entre la longitud
del eje mayor ¥y menor es menor para el fijador C que para el

fijador A y esii menor qua para el fijador B.

51 comparaos todas las  longitudes mayores Y menores
obtenidas con 1o0s tres métodos de fijacioén, e incluso las
consideradas enn la parte experimental anterior, podemos ver
que las mayores diferencias se producen en la longitud del
eje mayor de lus plaquetas. Como en este plano se halla el
anillo de microtdbulos, creemos gque una menor longitud de

este eje puaede significar una contraccién de los mismos y
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por lo tanto un estado inicial de activacién (White, 1984).
Las plaquetas tratadas con el fijador C, son las que poseen
una mavor longitud en este eje, siendo similar a los resul-
tados obtenidos por otros autores (Frojmovic y Milton, 1982;

1983) .

Asimismo, las estimaciones geométricas de volumen Y
superficie son ayores para el fijador C que para los otros
dos fijadores. isto demuestra que las plaquetas fijadas
segun este método son 1as‘que mejor mantienen la forma de
discocito, presentando un mayor volumen Yy superficie vy
alcanzando valores muy semejantes a los previamente

publicados (Frojmovic v Milton, 1982).

Por otra marte, en cuanto a los valores esterolégicos
que hemos obtenido con los tres fijadores empleados, se pue-
de apreciar comd con el fijador A todos los pardmetros de
los granulos densos son superiores a los obtenidos con los
otros dos fijadores. Para White (1983), una mayor presencia
de estos granulog en las secciones de corte es indicativa de
una mejor preservacién de la estructura plaquetaria. Asimis—
mo, existen dir¥srencias en los granulos oy SCCS, siendo
siempre las medicdas mayores en el fijador A Que en los otros

dos.

Aunque todas  estas diferencias son valorables, no

podemos olvidar gque las medidas de densidad de volumen,
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superficie Yy numérica, estan expresadas por unidad de
volumen plaquetario (um®* de plaqueta). Puesto que existe una
marcada diferencia entre el volumen de las plaquetas fijadas
con el fijador A vy las fijadas con el B y C, se hace
necesaria una valoracién en funcién del volumen total
obtenido en cada uno de los fijgdores. En tal sentido obser-
vamos que, sSi  bien la relacién volumen total de los
organulos / volumen de la plaqueta es mayor con el fijador A

que con el B v C, el volumen citoplédsmico relativo es mayor

en By C que en A.

La presen<ia de seudépodos en plaquetas en forma de
discocito es facilmente observable, siendo la arparicién de
los mismos wuno de los primeros pasos en la activacién
(Frojmovic y Milton, 1982). La presencia de estos nos hace
pensar en la ewistencia de un flujo de citoplasma del disco
plaquetario‘al’ séudépodo en formacién y por tanto una
perdida del parcentaje de citoplasma en el discocito. Esto
junto con el haecho de que el numero total de orgénulos por
plaqueta permanece practicamente constante Y dque las
diferencias halladas en gorcentajes de volumen y superficie
de los orgdnulos, son 1inexistentes cuando comparamos Sus
valores absolutos nos hace suponer due las plaquetas
tratadas con el fijador A presentarian m&s seudépodos que

las tratadas con los fijadores B y C.
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El numero de orgdnulos totales por plaqueta que hemos
obtenido para c¢ada uno de los fijadores es practicamente el
mismo y supericr al descrito por algunos autores (Duyvené y
cols., 1987; Sthal vy cols., 1978.; Werner y Morgenstern,
1980) . Esta diferencia probableﬁente sea debida a las
distintas técnicas de muestreo utilizadas por algunos de
ellos v por tento no creemos que deba ser considerada como

significativa.

Aunque, como comentamos anteriormente, el nimero total
de orgdnulos por plagqueta es prdacticamente el mismo con los
tres fijadores, existen ligeras diferencias entre ellos si
los comparamos ﬁégun el tipo de orgdnulo. Asi, las plaquetas
fijadas con A presentan mds grdnulos densos que las fijadas
con B y C pero estas contienen mds mitocondrias y grdnulos
a. S5i bien para @1 autor del método original A (White, 1983)
el numero de grdnulos densos por plagueta esta en relaciodn
con la conservacion de la estructura, no son ellos los
unicos que han  de considerarse en las wvaloraciones
morfolégicas. Asi, es bien sabido que las mitocondrias son
unos de los orgdnulos celulares mds sensibles a dafio
(Tzagoloff, 1982), dada su labilidad ante los métodos de
fijacidén, y es precisamente este orgdnulo el que disminuye
notablemente, tanto en numero como en volumen, con el

fijador A.
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Los grdnulos densos estdan en mayor numeroc y presentan
mayor volumen en las plaquetas fijadas con C que con B. Por
su parte, los grdnulos a se encuentran en proporcién inversa
a los grédnulos densos. Esto podria ser debido a wuna
alteracién producida por el fijador B, la cual, de acuerdo
con White vy Gerrard (1978), provocaria la pérdida del
nucleoide de los grdrulos densos pudiendose entonces

confundirse con los granulos «.

Todos los paradmetrcs de los orgdnulos hallados con los
tres fijadores son mayores a los obtenidos en la primera
experiencia analizada para comprobar el método ce
aislamiento mas idoéneo. Consecuentemente, podemos observar
como una fijacisn inadecuada puede llegar a alterar tanto la

morfologia com® la ultraestructura de las plagquetas.

En lo que respecta al SCCS no varié practicamente entre
los tres metodos de fijacién. Sthal y cols (1978),
utilizando un método distinto de aislamiento y fijacidn,
definieron en plaquetas con rp mayor al obtenido por
nosotros un volumen vy superficie totales similares a los

que hemos descrito.

El S5CCs3 puede ser externalizado tras un proceso
activador sin ¢ausar lisis celular (Milton vy Frojmovic,
1979). Al +tratir discocitos con un medio hipotédénico, este

sistema queda externalizado en su totalidad (Milton vy
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Frojmovic, 1979) dando una superficie total de 30-40 um®.
Las plaquetas fijadas con el fijador C son las que al sumar
la superficie de su membrana externa y la del SCCS se ajus-—
tan mds al valor antericr. Por otra parte, si sumamos todas
las superficies que pueden externalizarse en un proceso
final de activacién (SCCS, grdanulos a, grdnulos densos vy
DTS) obtendriamos un valcr de =70 um®, medida semejante a la
obtenida por DBessis y Ereton-Gorius (1965) en plaquetas

estiradas en superficie.

Como comentamos al tratar el efecto del método de ais-
lamiento, las vplaquetas lavadas duplican la Vv y Sv del
SCCS. También aexiste una duplicacidén de estos pardmetros con
los protocolos de fijaciéon A, B y C. Esto nos hace pensar
que el aumente producido en este sistema no es dependiente
del método de lavado, como anteriormente consideramos, sino
reflejo de una mejor preservacion ultraestructural obtenida

al conjugar las técnicas de lavado y fijacidén.

El DTS es un sistema de endomembranas que juega - un
papel importaniisimo en los procesoé de activacion
plaguetaria (White, 1984). Es considerado como un sistema
tubular constituido por una vred ramificada de canaliculos
que se extiende por toda la plaqueta (Werner y Morgenstern,
1980) . Estereoldgicamente se caracteriza por presentar una
alta Sv y una baja Vv, determinantes de su forma tubular.

Comparativamente, podemos observar como la relacidén V/S to-
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tal de este sistema se hace menor con los métodos de fija-
cion B y C con respecto a A. Estas relaciones son menores a
las obtenidas en el primer apartado, lo cual nos inddce a
sugerir que este sistema preserva mejor su caracteristica
morfologia tubular al utilizar métodos de aislamiento vy

fijacidén correctos.

Teniendo en cuenta todo lo hasta ahora comentado y de
una manera general, podemos considerar que la organizacidn
subcelular de 1las plaquetas, tras las diferentes variantes
de aislamientco Y fijacién, esta bien conservada
manteniendose las tipicas caracteristicas ultraestructurales
(White y Gerrard, 1978; White. 1983, 1984). Sin embargo, las
plaquetas aisladas por el proceso de lavado y fijadas a baja
concentracién de glutaralcdehido (fijador C) son las que
muestran el mejor grado de preservacién tanto desde el punto
de vista ultraestructural como morfométrico vy estereoldgi-
co, 81 bien estas diferencias fueron minimas al comparar los

tres métodos de fijacién.

Dado que el mantenimiento de la estructura y»funcién de
una célula gquada reflejado en la conservacién de su
arquitectura molecular, hemos caracterizado determinados
componentes ylaétiQidades enzimaticas de las plaquetas a fin
de detectar la f(iabilidad del método de aislamiento vy

fijaciodn elegidoss.
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Tras la aplicacién de la técnica &cido peryoddico-
tiocarbohidracida-proteinato de plata se pusieron de
manifiesto pequefias agrupaciones vy particulas dispersas de
glucdgeno en el citoplasma plaquetario. Estos precipitados
no se observarcn en todas las secciones pudiendo ser debido
a las distintas edades (e las plaquetas que normalmente se
encuentran en un corte. En tal sentido, las mds jovenes son
las que tienen la tasa mds elevada de glucégeno vy mayor
capacidad de eintesis dei polisacédrido (Karpatkin, 1969).
Asimismo, es de destacar la presencia de voluminosas
particulas de glucégeno que rodean al SCCS. Siendo este
sistema una via de conduccién de distintos estimulos hacia
las zonas méds profundas de las células (White vy Clawson,
1980) podria también intervenir en la transmisién ‘del
estimulo produciendo una rdpida movilizacién de la energia

almacenada en forma de glucégeno.

La ausencia de precipitado de plata en la superficie
plaquetaria, tanto en la membrana externa como en el 3CCS vy
la presénéia de un fino precipitado en ambas zonas tras la
realizacion de la técnice del hierro coloidal nos puso de
manifiesto una de las principales caracteristicas de la

cubierta externa: su cargs neta negativa (White, 1871la).

La regulacion del estado inactivado en plaquetas deriva

de una serie de acontecimientos, cuyo fin es el manteni-
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miento de la concentracidén de Ca** libre citoplasmdtico por

debajo del nivel requerido para la activacién celular
(Statland v cols., 1969). Por ello, creimos necesario
determinar citeguimicamente la distribucién subcelular del

Ca=* en las plaguetas obtenidas por nosotros.

La necesidad de/utilizar oxalato y fosfato para atrapar
0 estabilizar intracelularmente el Ca®*, durante la primera
fijacién en glutaraldehido, y su posterior conversién en una
sal electrodensa de piroantimoniato (Borgers y cols., 1984),
nos hizo modificar ligeramente el proceso de fijacidn
elegido inicialmente para la realizacién de las técnicas

citoquimicas. De esta manera, intentamos conseguir una alta

reproductibilidad del método original de Borgers vy cols.

(1984) y tratamos de observar alguna posible pérdida o
redistribucidén del Ca** producida por el aislamiento mds que
por la fijacidén. De echo se conoce el efecto negativo de
algunos fijadores en la localizacién de este ién (Simson vy

cols., 1980).

La presencia de precipitados electrodensos, tras 1la
realizacidén de la técnica oxalato—-pirantimioniato (OPA), nos
mostré los caracteristicos lugares almacenadores de calcio
en la plagqueta como son el DTS, grdanulos densos Yy
mitocondrias (Gerrard vy White, 1978; Thompson vy Scrutton,
1985) . Asimismc hemos observado, aunque sélo en determinadas

ocasiones, algunos grdnulos a conteniendo precipitados
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electrodensos eén el nucleoide dgque probablemente representen

una pequefia parte del calcio total de las plaquetas (Sato y
cols., 19735). Con esta técnica aparecé en el citoplasma un
discreto preciwpitado no asociado a ningun organulo o
estructura especifica que, como considera Nothover (1983),
podria ser debido a la liberacién, durante la fijacidén, del
calcio asociado a membrana vy posterior unién al oxalato

antes de su conversioén en una sal de antimoniato.

Por otra parte, la obtencién de un precipitado en la
superficie externa del SCCS, va definido por otros autores
(Daimon y cols., 1978) wutilizando oxalato como agente
atrapador., hace suponer en un posible reservorio o almacen
de este 16n asociado a proteinas o glicoproteinas de
membrana (Kretwinger, 197%). Sin embargo, el principal sitio

de unién del Ta® a las glicoproteinas de membrana es el

complejo IIb - Illa que ge encuentra en estado disociado en
plaguetas no wactivadas v por tanto no estd unido a Ca®=*
(Polley vy cols., 1981). Esto mismo ocurre con otras protei-

nas vy glicogroteinas de membrana que intervienen en la
activacioén plasuetaria vy cuya funcién es dependiente de Ca*™
{Rotman, 198%5). Todo ello nos hizo pensar que este "pool"
de almacenamiento no existe en plagquetas en estado
inactivado. En tal sentido, el precipitado que visualizamos
en el exterior del SCCS podria ser reflejo de una activacion
inicial producida por el método citoquimico empleado o de

una precipitacidn inespezifica de Ca®* en ese lugar. Por



ello, con objiato de determinar Si el Ca** detectado era
intercambiable, y por lo tanto ascciado a membrana e indica-
tivo de wuna aativacién, realizamos le técnica del OPA con
una incubacidén previa en ClzLa, va que el lantano es un
conocido 1ién gue compite con el calcio por sus lugares de
unién a membrana. En estas condiciones, el precipitado no se
vi¢ afectado pur el ClsLa lo cual nos lleva a sugerir que el
Ca®* localizadon en la =zona exterior del SCCS podria
corresponderse con Ca®* liberado de la membrana (Nothover,
1985) ., atrapado ﬁor el oxalato en forma de oxalato calcico vy
precipitado por el antimoniato antes de su salida de los

tortuosos canalws del SCCS.

La utilizacidén del fosfato como agente estabilizador
del Ca** 1intrauvelular antes de su conversién en una sal de
antimoniato permitidé asimismo la localizacidén de un preci-—
pitado asociade a la car: interna de la membrana que proba-—
blemente sea dobido a 13 formacién de complejos estables
constituidos por Ca®*—fosfolipidos 4dcidos—-fosfato a pH
neutro (Boskey vy Posuer, 1982). Fosfolipidos candidatos a
esta unidén con el Ca®* zerian la fosfatidil serina y los

polifosfoinositoles (Borges vy cols, 1984).

Tal ascciacién a membrana del Ca®* evidencia  la
existencia de un reservorio de Ca** en la cara interna de la
membrana dade que es ests zona donde los fosfolipidos antes

mencionados se encuentran en mayor proporcién (Perret vy
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cols., 1979; Bearer v Friend, 1986). Este Ca*®* es
intercambiable puesto gque al preincubar con ClzLa el
érecipitado desaparece en la membrana plasmdtica quedando

minimamente presente en la membrana del SCCS.

El EDTA. c¢onocido agente quelante de Ca®*, es8 un
control esencial en las pruebas de deteccidén de Ca**,
suficiente para evidenciar que un precipitado contiene Ca®*,
aunque éste no sea su unico componente, sin necesidad de
recurrir a micropruebas con rayos X (Wick y Hepler, 1982).En
nuestro materigl la incubacién con EDTA previa a la
realizacién de ambas técnicas (OPA y PPA) abolié el preci-
pitado anteriormente comentado, confirmando la presencia de

Ca®* en el mismo.

La ATPasss activada por sodio Yy potasio posee la
maquinaria catalitica necesaria para el acoplamiento de la
energia liberada por la hidrélisis del ATP al intercambio de
Na* vy K" a través de la membrana de las células, contra sus
respectivos gradientes de concentracion (Ernst y Hootman,
1981). En plaguetas no activadas esta enzima mantiene
relativamente baja la concentracién intracelular de sodio vy
alta la de potasio vy, consecuentemente, un potencial de

transmembrana negativo en el interior (Rotman, 1983).
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Para poner de manifiesto la actividad ATPasa-Na*/K* en
plaquetas, determinamos citoquimicamente la actividad p-ni-
trofenilfosfatasa que vrepresenta el paso final de defosfo-
rilacién de la ATPasa—Na*/K* (Glynn, 1985). Asi, utilizando
el método de paso Unico original de Mayahara, (Mayahara y
cols., 19890; Mayahara vy Ogawa, 1980) observamos un
precipitado definido en la superficie interna de la membrana
plasmatica V¥ " 3CCS. Como el S8CCS estd formado por
invaginaciones de la cubierta externa, es 16gico pensar que
ambos estructuras membranosas presenten las mismas

actividades enzimaticas.

Dada la capacidad que tiene el DM3O para estimular la
actividad K "-NFrPasa (Alberts vy Kovél, 1972), la adicién de
dicho compuesto al mecio de incubacidén  aumento el
precipitado observado. Cuando la incubacién se realizé en un
medio en el que el K* habia sido sustituido por Na* o bien
~en un medio conteniendo ouabaina, no aparecidé precipitado
alguno en estas membranags confirmando que la - actividad
localizada en la membrana externa y SCCS se corresponde

especificamente con la K*—NPPasa.

A diferencia de los resultados obtenidos por Cutler y
cols., (1980; 1981), nuestros datos parecen sugerir que entre
la membrana vplasmdtica vy el SCC5 no existe segregacién en
cuanto a actividad K*-NPPasa se refiere. Estos autores,

utilizando una modificacison de la técnica de doble paso



descrita por Ernst (197Za;b), localizaron depdésitos densos
en. la membrana éxterna pero no en el BSCC3, en el cual
detectaron actividad ATP&sica dependiente de Ca®**/Mg®*. Ello
les 1llevé a postular la existencia de dos regiones
diferenciadaﬁv an cuanto a su dotacién enzimdtica: la
membrana externa Yy la membrana del SCCS (Cutler vy cols.,
1978; 1981). Iistudios biogquimicos mds recientes han puesto
de manifiesto que la actividad ATPasa dependiente de
Ca=+ /Mg#* se localiza exclusi&amente en el DTS (Steiner vy
Luscher, 1983). Asi la ausencia de ;ctividad K*—-NPPasa en el
SCCS probablemente sea debido a la desventaja que ofrece el
método de dobis paso en cuanto a la utilizacién de un pH no
optimo para esta actividad y a la inevitable difusidn del
producto de reaccidn tras el paso de conversiéon del fosfato

de estroncio a fosfato de plomo para su visualizacidn a M.E.

La actividiad no dependiente de K" e insensible a
ouabaina localizada en el DTS podria ser reflejo de una

ATPasa dependiente de Ca®* y Mg®*+ anteriormente comentada.

Todos los datos anteriormente expuestos podrian
confirmar la naturaleza del precipitadeo obtenido por
nosotros. Asl ¢l hallado en la membrana externa y SCCS seria
reflejo de la avtividad K*—-NPPasa mientras que el localizado
en el DTS, probablemente dependiente de Mg“* y no inhibido
por ouabaina, orresponderia a una ATPasa translocadora de

Ca#+ ,
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Por otra vparte, la reaccién encontrada en la membrana
de los granulcs o, no dependiente de K* e insensible a
ouabaina, seria una ATPasa estimulada por Mg®* (Grinstein y
Furuya, 1982;). Tal enzima podria estar asociada a una
traslocacidén de¢ protones encaminada al mantenimento de la
naturaleza dcida del interior de los grdnulos a con respecto

al citosol (Grinstein y Furuva, 1983).

En las plagquetas, una de las actividades enzimaticas de
mayor relevancia es la adenilato ciclasa (cAMPasa) va que su
producto, el adenosin-monofosfato c¢iclico (cAMP), parece
actuar como primer mensajero intracelular para el
mantenimiento del estado inactivado de las plaquetas
(Aktories y Jekobs, 1985). Esto se realizaria a través de la
movilizacidn de¢ Ca®* libre citopldasmico hacia el interior
del DTS (Blache y cols., 1987) vy la inhibicién de otro
sistema genersdor de sefiales denominado via metabolizante de
fosfoinositoles (Watson vy «cols., 1984; Jakobs vy cols.,

1986) .

Para la localizacién citoquimica de la actividad
adenilato ciclosa, hemosi utilizado como sustrato el andlogo
imido sustituildo dei ATP, el adenililimidodifosfato
(App(NH) p) cue es dificilmente hidrolizado por otras ATPasas

o fosfatasas (Poeggel 'y cols., 1984). Para reducir la
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posibilidad de precipitacioén inespecifica no enzimdtica
(Kvinnsland, 1%79; Cutler y Christian, 1980; Cutler., 1983),
antes de su uso, purificamos el App(NH)p a través de una
columna catiénica Dowex AG-50W-X4. De esta manera, pudimos
comprobar mediante los controles realizados (medicién en
espectrofotémetro de las alicuotas elucionadas Y
cromatografia del producto antes Y después de su
purificacién) la presencia de impurezas como indica la casa

comercial que nos suministré el producto.

Como medic citoquimico optamos, en un principio, por
utilizar la variante realizada por Cutler y cols. (1981) del
método de deteccidén de la actividad p-Nitrofenilfosfatasa
dependiente . d¢ "K* de Ernst (1972a,b). En este caso,
ébservamos como el precipitado fue Dbastante inespecifico
probablemente debido al doble pasoc que conlleva este método:
captura del grupo imidodifosfato por estroncio vy conversion
del complejo en imidodifosfato de plomo. LEste ultimo paso
suele ir acompaffado de una difusién del producto que puede

depositarse inespecificamente (Ueno y cols., 1983).

Posteriormente, vy con motivo de la modificacidn que los
mismos autores hicieron a su método (Cutler y cols, 1985)
intentamos localizar nuevamente la actividad adenilato
ciclasa. A presar de que el pH del medio utilizado no es el
6éptimo para la deteccién de la enzima (Poeggel vy «cols.,

1984), Cutler Y cols describieron la presencia de
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precipitados especificos a nivel del DTS de las plaquetas.
Sin embargo, nosotros no hemos conseguido que, en las mismas
condiciones, se& manifieste la actividad adenilato ciclasa.
Tal hecho nos llevé a realizar una modificacién del método
anterior conasistente en la utilizacién de tampén glicina-
NaOH. Elle nos permitidé realizar la incubacién con plomo a
pH alcalino Yy por tanto ajustar el medio a los
requerimientos optimos de la actividad cAMPasa. En estas
condiciones, pudimos observar una precipitacién especifica
definida en el DTS, signo de 4gque es en este sistema de
endomembranas, semejante a reticulo endoplasmicq liso, el

portador de la #nzima (Cutler y cols., 1985).

Asimismc, pudimos ver como la intensidad del precipi-
tado variaba seyun el tipo de protaglandina ensayada (PGE: vy
PGD=:) . Esto probablemente sea debido al distinto grado de
activacién ejerida por cada una de ellas. De hecho se
conoce  que estas dos prostaglandinas poseen distintos
receptores (AkiLories vy Jakobs, 1985), siendo quizas el mds
representativo =1 correspondiente a la PGE.. Asi cuando la
estimulacidén se¢ realiza de manera simultdnea con las dos, la
intensidad del precipitado observado en el DTS no se
modifica aparentemente con respecto a la estimulacién unica

por PGLE. .

La estimuincién con forskolina produjo un aumento de la

intensida& del precipitado en el DTS, quizds de manera mas
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llamativa que el observado con la PGE.. Esto podria ser
debido a dgque el diterpeno actua estimulando directamente la
unidad catalitica de la cAMPasa, a diferencia de la PGE:. que
1o hace via recsptor a través del sistema acoplador Ns a la
unidad catalitica (Hanoune y cols., 1985). Sin embargo,
cuando estimulamwé conjuntamente con las dos prostaglandinas
y forskolina e precipitado se redujo considerablemente. Se
sabe que Dbajas w«oncentraciones de forskolina inhiben la
actividad cAMPasa de las plaquetas aunque estén activadas
por PGE. (Watananbe y Jakobs, 1986) . Esto mismo puede haber
ocurrido en aigte ensayo va 4que la concentracion del
diterpeno fue 10 veces inferior a la empleada cuando este

se utilizo de manera aislada.

En todos los casos, el precipitado se localizé
exclusivamente en el DTS. Concretamente aparece asociado a
la cara interna de la membrana de este sistema, lo cual nos
lleva a pensar que el producto de la hidrélisis, el cAMP, se
libera al interior del DTS. Esto quizds sea debido a que
este sistema ¢35 el compartimento celular que mayor
importancia tiene en el control de los estados inactivado-—

activado de las plaquetas (White, 1984).

La inhibicién de la actividad llevada a c¢abo por la
trombina fue total vya que no se observé precipitado en
ninguna de las condiciones anteriormente comentadas. 8Sin

embargo, el alloxan produico una escasa inhibicidén de 1la
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actividad probablemente debida a que este producto,
utilizado por blLros autores (Kvinnsland, 1979), es menos
especifico que la trombina la cual actua a nivel de
receptores especificos, produciendo una activacién de la
unidad inhibitoria N. de manera persistente. Consecuente-
mente inhibe de forma continuada y especifica la actividad

cAMPasa (Aktories y Jakobs, 1984).

La especificidad del precipitado en el DTS junto a la
inhibicidén lleveda a cabo por la trombina y la ausencia de
precipitado en medio carente de sustrato confirman que esta
modificacidén realizada porr nosotros es adecuada para la
localizacidén de la actividad cAMPasa. De esta manera
apoyamos la :des de la deteccién de actividades enzimdticas
a pH alcalino por medio de un unico paso, como la actividad
p-nitrofenilfosfatasa dependiente de K+ (Mayahara y cols.,
1980) vy 1la ATPaza de Ca®** (Ando y cols., 1981), utilizando
el tampén glicina~-NaOH y citrato de plomo en las mismas

condiciones.
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CONCLUSIONES

Trds el estudio de 1los resultados obtenidos en este
trabajo, sugerimos pueden extraerse las siguientes con-

clusiones:

1.—- Las plaquetas aisladas segun el método de lavado son las
que presentan mejor preservadas sus caracteristicas morfolé6-—
gicas y ultrasgtructurales frente a las que no fueron some-—
tidas a este proceso. Aplicando este método de aislamiénto Y
el protocolo «de fijacidén C (baja concentracién de glutaral-
dehido en tampon de lavado) optimizamos aun mds la estructu-—
ra plaquetaria como se demuestra por los andlisis morfomé-—

tricos y esteranldgicos realizados.

2.—- La medida e la longitud del eje mayor del disco es la
caracteristica morfométrica que con mayor precisién nos in-
dica la conservacién del sstado inactivado de las plaquetas;
por su parte los .grdnulos densos, mitocondrias y DTS, son
las estructuras intraceliilares mayormente afectadas por los

procesamientos propios del estudio a M.E.
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3.— El aumento del SCCS, en volumen y superficie, no es un
artefacto del método de lavado de 1las plaquetas, sino
reflejo de una mejor preservacion ultraestructural obtenida

al conjugar el método de aislamiento y fijacién mds idoéneo.

4.- La caracterizacién del Ca®** nos muestra, ademds de los
lugares tipicos de almacenamiento de este 1i6én en las
plaquetas (DTS, grdnulos densos, grdnulos o y mitocondrias),
la existencia e un “pool" intercambiable localizado tanto
en la membrana e¢xterna ccmo en la del SCCS, gque hasta hoy no

habia sido demowstrado con claridad.

5.—- La actividad ATPasa Na*/K“ no solo se encuentra en la
membraba citopldsmica de la cubierta exterior de la plaqueta
sino, como se deduce del estudio citoquimico realizado, esta
presente tambi¢n en la membrana del SCCS5. Junto a este
resultado, hemnws observado la presencia de actividad
fosfatasa en el DTS y membrana de grdnulos o que podrian ser
reflejo, respectivamente, de las actividades vya conocidas

como ATPasa~Ca*™ y ATPasa-H*.

6.— Se estandariza un método citoquimico para la deteccidn
de la actividal cAMPasa por paso unico vy en condiciones
6ptimas de pH. Esta actividad se detecta en la cara interna

de la membrana del DTS v es inhibida especificamente por
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trombina. Asimismo hemos podido comprobar citoquimicamente
el efecto inhibidor, descrito bioquimicamente con anterio—

ridad, producido por bajes concentraciones de forskolina.
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