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RESUMEN

Utilizando anticuerpos monoclonales especificos se ha estudiado la distribu-
cion y la densidad de las glicoproteinas de la membrana plaquetaria con funcion

de receptor GPIb y GPlib-llla en un grupo de cinco pacientes hemodializados y

con trombopatia urémica. Las muestras de plasma rico en plaquetas se fijaron
previamente en paraformaldehido. Las glicoproteinas fueron detectadas mediante
microscopia electrénica en la superficie plaquetaria utilizando un segundo anti-
cuerpo marcado con oro coloidal. El estudio morfométrico demostro que la densi-
dad de particulas de oro asociadas a la superficie de la membrana de las plaquetas
normales era de 1,9 + 0,15. particulas/um para la GPlb y de 3,3 + 0,44
particulas/um para la GPlib-llla. En los pacientes urémicos la densidad era de
1,86 * 0,08 particulas/um y de 2,95 £ 0,33 particulas/im, respectivamente, no
aprecidndose diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados sugieren
que la alteracion del funcionalismo plaquetario observado en pacientes urémicos
no es debida a una exposicion anormal de las glicoproteinas con funcién de recep-
tor en la superficie de la membrana de las plaguetas en reposo.

Palabras clave: Trombopatia urémica. Glicoproteina Ib. Glicoproteina Iib-1lla. In-
munolocalizacion ultraestructural.

STUDY OF PLATELET MEMBRANE GPIb AND GPlib-llla IN UREMIC
' PATIENTS

SUMMARY

We have studied the distribution and density of platelet membrane
glycoproteins GPIb and GPilb-illa in a group of five hemodialyzed patients with
uremic thrombopathy by using monoclonal antobodies (MoAb) specific to these
glycoproteins. Samples of platelet rich plasma were fixed with paraformaldehyde
and GPIb and GPlib-llla were measured on platelet surfaces by immunoelectron
microscopy using a colloidal gold-labelled secondary antibody. The morphometric

study showed that the number of gold particles on platelet membrane for GPIb in
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normal platelets was 1.9 + 0.15 gold particles/um and 3.3 * 0.44 gold
particles/um for GPlib-Illa. In uremic patients the density was of 1.86 * 0.08 gold
particles/um and 2.95 + 0.33 gold particles/um, respectively, the differences
between both groups did not reach statistical significance. These results suggest
that the impairment of platelet function observed in uremic patients is not due to
an abnormal exposure of GPIb or GPlib-lila on resting platelet membrane in these

patients.

Key words: Uremic thrombopathy. Glucoprotein Ib. Glucoprotein llb-1l1a.
Ultrastructural immunolocalization.

tntroduccion

La diatesis hemorragica presente en la uremia es
debida a un trastorno del funcionalismo plaqueta-
rio'. Asi, se ha observado que el tiempo de sangria
estd aumentado en estos pacientes 2 y que la adhesi-
vidad plaquetaria a las superficies extraias estd dis-
minuida®. Asimismo las plaquetas urémicas presen-
tan una disminucién de la agregacion plaquetaria in
vitro inducida por el AP, epinefrina o coldgeno®, asi
como una alteracién de la adhesion plaquetaria so-
bre el subendotelio vascular en experimentos de per-
fusién in vitro®. Sin embargo, la patogenia de esta
trombopatia no esta totalmente dilucidada.

Las alteraciones anteriormente descritas podrian
reflejar anomalias en las glicoproteinas de membrana
con funcién de receptor. Sin embargo, no se han
descrito hasta la fecha déficit o alteraciones molecu-
lares de estas glicoproteinas en la uremia por méto-
dos electroforéticos.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar a nivel
ultraestructural la densidad y la distribucion a nivel
de la superficie de membrana de la glicoproteina Ib
(GPIb) y glicoproteina llb-tlla (Plib-llla) en plaquetas
no estimuladas en un grupo de pacientes urémicos. -

Pacientes y métodos

~A) Pacientes i

Se estudiaron cinco pacientes con insuficiencia re-
nal crénica en programa de hemodialisis, tres varo-
nes y dos mujeres, con una edad media de 52 = 17
anos. Todos los pacientes presentaban una historia
clinica previa de diatesis hemorragica, asi como una
alteracién del funcionalismo plaquetario definida por
un tiempo de sangria prolongado (superior a quince
minutos), una agregacion plaquetaria inducida por el
ADP disminuida y una alteracién de la adhesién pla-
quetaria al subendotelio vascular. El recuento pla-
quetario y los test de coagulacion (tiempo de pro-
trombina, tiempo parcial de tromboplastina y fibriné-
geno) eran normales en todos los pacientes. Ningin
paciente habia recibido aspirina u otros farmacos que
alteren el funcionalismo plaguetario en las dos sema-
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nas previas al estudio. La etraccion de muestras de
sangre se realizé inmediatamente .antes de la sesién
de hemodialisis. Los estudios de glicoproteinas pla-
quetarias realizados mediante electroforesis en gel de
SDS-poliacrilamida fueron normales. Los resultados
se compararon con los obtenidos en cinco sujetos
controles normales.

Inmunolocalizacion ultraestructural de las
glicoproteinas

B) Métodos

- El plasma rico en plaguetas (PRP) se obtuvo por
centrifugacion de la sangre previamente anticoagula-
da con citrato trisédico (3,8 %) durante quince minu-
tos a 110 X gy a 20°C. Las plaquetas fueron fijadas
inicialmente mediante la adicién de paraformaldehi-
do 0,3 % en PBS al PRP durante quince minutos.
Después las plaquetas fueron lavadas por centrifuga-

cién (800 X g durante veinte minutos) y resuspen-
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Fig. 1.—Microfotografias electrénicas de plaquetas marcadas con
oro coladial, 'a) Inmunolocalizacién de la GPlib-lila en plaquetas

normales en reposo. b) Inmunolocalizacién de la GPHb-illa en
plaquetas urémicas en reposo (X 60.000).



sion en PBS en tres ocasiones. Finalmente, el pellet
fue resuspendido en PBS y fijado durante una hora en
paraformaldehido al 1 % en PBS. Tras esta fijacion
las plagquetas fueron nuevamente lavadas en PBS vy
resuspendidas en este buffer a una concentracién de
8 x 10° plaquetas/pl.

Alicuotas de 200 pi de plaquetas fijadas fueron in-
cubadas durante treinta minutos con 10 ul de 6D1
(anticuerpo monoclonal antiGPlb)® o de EDU-3 (an-
ticuerpo monoclonal anti-GPlIb-lla)’. Posteriormen-
te fueron lavadas tres veces por centrifugacion y re-
suspension en PBS. Estas plaquetas fueron incubadas
con 25 pl de una solucion 1:8 (v:v) de anticuerpo de
cabra anti-IgG de ratén marcado con oro coloidal
(Janssen Pharmaceutica, Olen, Bélgica) en 0,02 M de
buffer Tris. Las plaquetas marcadas fueron lavadas
tres veces en PBS, fijadas en glutaraldehido 2 % vy
cacodiiato 0,1 M; posfijadas en acido 6smico al 2 %
y procesadas para microscopia electrénica. La obser-
vacion de los cortes ultrafinos se realizé en un mi-
croscopio electrénico Philips modelo EM 201..

Cuantificacién morfométrica del marcaje con oro
coloidal

Se estudiaron fotografias obtenidas al azar de las
diversas secciones de las plaquetas marcadas. El nG-
mero de particulas de oro ligadas a la membrana se
determiné sobre fotografias realizadas a 60.000 au-
mentos. El perimetro de fa membrana se obtuvo tra-
zando los contornos plaquetarios sobre una tabla di-
gitalizadora de un analizador morfométrico semiau-
tomatizado (MOP 20, Kontron, Zirich, Suiza).

Los resultados se expresaron como media + e.e.m.

Para el anélisis estadistico se utilizd el test de la t de

Student para datos no apareados. Se consideraron
como significativos valores de p < 0,05.

Resul_tados

Como puede observarse en la tabla 1, el nimero
de particulas de oro asociadas a la superficie externa
de la membrana de las plaquetas en reposo de suje-
tos normales era de 1,9 = 0,15 particulas/um tras la
incubacién con el anticuerpo monoclonal anti-GPlb
y de 3,3 + 0,44 particulas/um tras incubacién con el
anticuerpo monoclonal anti-GPllb-llla. La distribu-
cion de estas dos glicoproteinas en la superficie pla-
"quetaria era uniforme.

En las plaquetas urémicas en reposo la densidad de
particulas de oro para el anticuerpo monoclonal anti-
GPIb era similar al observado en plaquetas normales
(1,86 = 0,08 particulas/um, p = NS). Asimismo se

obtuvieron resultados similares a los observados en

plaquetas normales en las plaquetas urémicas incu-
badas con el anticuerpo monoclonal anti-GPllb-llla

GLICOPROTEINAS DE MEMBRANA PLAQUETARIA

Tablal. Densidad de glicoproteinas de membrana
en plaquetas normales y urémicas
obtenidas por inmunolocalizacién

ultraestructural

Plaquetas Normales Urémicas
Clicoproteina Ib
{particulas orofum) .............. 1,9+ 0,15 1,86 £ 0,08
Clicoproteina llb-llla
(particulas orofum) . ............. 3,3+0,44 2,95+0,33

Media £ e.s.m.

(2,95 % 0,33 particulas/um, p = NS). Asimismo, la

distribucion de ambas glicoproteinas en la superficie
de la membrana plaquetaria era uniforme.

Discusion

La patogenia de la trombopatia urémica no esta to-
talmente esclarecida. Dado que la alteracién de la
adhesion y agregacion de las plaguetas urémicas no
puede ser atribuida a anomalias cuantitativas o cuali-
tativas de las proteinas plasmaticas adhesivas (factor
von Willebrand, fibrinégeno o fibronectina), otra hi-
potesis a considerar seria que esta trombopatia pu-
diera ser debida a una alteracién de la densidad o la
distribucién de las glicoproteinas de membrana con
funcion de receptor. Sin embargo, nuestros resulta-
dos sugieren que la densidad y la distribucién en la
superficie de la membrana de las plaquetas en reposo
de las glicoproteinas con funciéon de receptor es nor-
mal en la uremia.

La glicoproteina Ib es el receptor principal del fac-
tor von Willebrand (FYW) y media en la adhesion
plaquetaria al subendotelio vascular®. Es conocido
que en la uremia la adhesién plaguetaria a superfi-
cies extranas > o al subendotelio vascular® estan dis-
minuidas. Por otra parte, la mayoria de autores coin-
ciden en senalar que no existen alteraciones de las
actividades plasmaticas asociadas al complejo factor
VII-FYW !, asi como tampoco en la estructura multi-
mérica del FvW?. Nuestros resultados sugieren que
la disminucién de la adhesividad plaquetaria en la
uremia no es debida tampoco a una alteracién de la
densidad o distribucion de la GPlb en la superficie de
la membrana plaquetaria. Recientemente se ha des-
crito que la unién de factor von Willebrand a las pla-
quetas urémicas inducido por ristocetina es normal

“en la uremia '?, lo que apoyaria nuestros resultados.

La glicoproteina lib-tlla, tras la estimulacion de la
plaqueta por diversos agonistas, sufre un cambio
conformacional y se convierte en el receptor para el
fibrinbgeno vy otras proteinas adhesivas e interviene
en la agregacién plaquetaria''" '*. Di Minno y
cols. '3 han descrito que la unién del fibrindgeno a
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plaguetas urémicas, inducida por un agonista, esta
alterada. De acuerdo con nuestros resultados, la alte-
racion del funcionalismo plaquetario en la uremia no
es debido a una exposicién anormal de la GPllb-llia
en las plaquetas en reposo. Sin embargo, no se pue-
de descartar que la disminucién de la agregacion pla-
quetaria in vitro que presentan las plaquetas urémi-
cas se deba a una alteracién en los cambios confor-
macionales de esta glicoproteina cuando la plaqueta
es estimulada. El estudio de la exposicion de los re-
ceptores para el fibrindgeno tras la activacion pla-
quetaria no puede ser llevado a cabo con la técnica
utilizada en este trabajo, ya que la activacion de las
plaquetas en el PRP desencadena |a interaccion de
los ligandos (fibrinbgeno, factor von Willebrand v fi-
bronectina) con la GPllb-llla activada vy la subsiguien-
te agregacion plaquetaria. La unién de estos ligandos
con el receptor y la inaccesibilidad de determinadas
zonas de la-membrana que interconectan con otras
plaquetas en la agregacion imposibilitan la localiza-
.cién por el anticuerpo monoclonal de los epitopes de
la GPllb-Illa. Las técnicas que utilizan ligandos mar-
cados radiactivamente para la determinacién de re-
ceptores '°, '3 precisan de la presencia de un agonis-
ta para inducir la unién del ligando con el receptor,
por lo que permiten valorar la exposicién de recepto-
res en la plaqueta activada. Sin embargo, y a diferen-
cia de la técnica utilizada en este estudio, no son
Gtiles para la evaluacién del namero de epitopes en
las plaquetas en reposo.

En conclusidn, nuestros resultados sugieren que la
alteracion del funcionalismo plaquetario presente en
la uremia no es debida a una exposicién anormal de
las glicoproteinas de la membrana plaquetaria con
funcién de receptor en la plaqueta en reposo.
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