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OBJETO DE LA TESIS

En esta tesis, fruto de cinco aifios de trabajo, en los laboratorios de
Hemoterapia y Coagulacién asi como en el de Bioquimica pretendemos el
estudio y puesta a punto de las técnicas necesarias para medir algunas de
las funciones plaguetarias; aplicacién clinica en enfermos con sospecha de
padecer procesos trombéticos y con ello su posible profilaxis asi como su
modificaciéon en trombosis constituidas. Por fin interrelacién entre lipidos
y funciones plaquetarias.

Dentro de las funciones plaquetarias hemos estudiado la adhesividad y
la agregacion. Estas dos funciones en dos grupos de sujetos sanos y enfer-
mos con predisposicién o trombosis constituidas. Dentro de los enfermos
predispuestos hemos estudiado anterioesclerosis, diabetes, enf. infecciosas,
cancer, cor pulmonale, Entre los sanos, hemos estudiado mujeres que toma-
{i})%g antic)onceptivos (combinacién de d,1 norgestrel 0,5 mgs. y etinilestradiol

,05 mgs.). .

En el estudio lipidico se midieron por métodos quimicos las cifras de
lipidos totales, colesterina, triglicéridos, las lipoproteinas por electroforesis
en acetato de celulosa y cromatografia en capa fina. Esta Gltima nos ha ser-
vido para control de las determinaciones quimicas.

Se utilizé un inhibidor de la agregacién «in vitro» dipiridamol para in-
tentar sensibilizar la prueba y para comprobar si habria efectos diferencia-
iesf sobre la agregacion plaquetaria en individuos normales y en los diferentes
enfermos.

Junto con el Prof. Castillo estudiamos los efectos del Dipiridamol «in
vitro», en sujetos sanos con medidas de la agregacién previa y a las dos
horas de 10 mgs. intramuscular.

INTRODUCCION

Uno de los mas graves groblemas con los que se enfrenta la medicina ac-
tual son las trombosis en diferentes vasos de nuestro organismo. Dentro de
este campo la hiperfuncién plaquetaria adquiere un papel patogenético im-
portante. Mi vocacién de clinico semidlogo, heredada del Prof. Balcells Go-
rina con el que he hecho este trabajo y el hecho de que la profilaxis era
casi nula en estos enfermos nos movieron al estudio de la semiologia fun-

cional plaquetaria en relacién con la clinica.

No hubiera sido posible este trabajo sin la ayuda al comienzo, del Dr, A,
Rios Gonzalez y luego en todo él, de los Profesores R, Castillo Cofifio y A. Co-
rominas Vilardell. Al Prof, J. Riverola le debemos el estudio estadistico.

La tesis consta de una parte tedrica en la que se pone al dia la fisio-
patologia plaquetaria, interrelacién plaquetas-vaso y el metabolismo lipidico
¥y una parte experimental con métodos, técnicas y su valoracién asi como la
correlacion de los diversos parametros hecha por analisis factorial.
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En nuestra investigacién al comienzo hicimos dos técnicas de adhesivi-
dad, descartando después la técnica de Borgrewink, utilizando la de Breddin.

Con respecto a la agregacién al principio por no tener otros medios la
estudiamos por un método fotométrico sin control de temperatura. Se estu-
diaron 100 enfermos que no han sido incluidos en la tesis, pues creemos que
las deficiencias técnicas no nos permitian valorar bien la agregacién. Por
deferencia del Prof. Born, contamos ya con el agregémetro construido ma-
nualmente por €, con control de temperatura y son los resultados que hemos
correlacionado por anilisis factorial,

MATERIAL Y METODOS

Adhesividad: Hemos utilizado preferentemente la técnica de Breddin
(1), que mide la adhesividad «in vitro»; creemos que es una técnica sencilla
Yy que no necesita instrumental especial. Es valorable realizando la exten-
sién en dos cdmaras para cada individuo a explorar, y al menos diez re- -
cuentos por cémara con objeto de reducir al minimo ‘el error. Se le han
achacado errores por la aglutinacién que dificultaria el contaje, pero en
nuestra experiencia salvo errores, ocurre pocas veces y la zona de camara
en la que ocurre se desprecia. Para Wright (2) seria una agregacién debida
a la solucién salina del citrato sédico; pienso que las técnicas actuales de
adhesividad-agregacién miden éstas dos funciones y creemos que desde un
punto de vista funcional plaquetario son dificiles de reparar.

También estudiamos esta funcién, con la técnica de Borgrewink (3) mo-
dificada por Garcia San Miguel (4); los resultados no son en absoluto paran-
gonables y pensamos con varios autores (5, 6) que con esta técnica se valora

lobalmente el primer tiempo de la hemostasia y por tanto es menos se-
ectiva de esta funcién. El contaje diferencial es otro punto en el que se
pueden cometer errores.

Agregacidn: Al comienzo de nuestro trabajo, utilizamos un método foto-
métrico sin control de temperatura y sin automatizacién de la grafica, Lgs
datos obtenidos en 100 individuos estudiados no los hemos hecho constar
pues dificilmente serian valorables juntc a los estudiados por el agregéme-
tro suministrado por el Prof. Born (7, 8).

La valoracion de la agregacidn, para todos los autores es un problema.
Nosotros hemos utilizado un método nuevo sugerido por el Prof. J. Riverola.
Hemos considerado a priori una relacién lineal entre densidad éptica y agre-
gacién plaquetaria. Con este supuesto hemos valorado las curvas de agrega-
cién, por el método con que se valora una curva logistica. Obtuvimos cinco
paréametros, de los cuales creemos son valorables tres; méaximo de agrega-
cién, velocidad de agregacién y una interrelacién de ambas que ademas nos
sirve de control.

Dado que, el objeto de nuestro estudio era ver si existia o no hiperagre-
%acién plaquetaria hemos utilizado concentraciones de ADP muy bajas de
25 y 0,62 mM, .

Inhibidor «in vitro» de la agregacion: Como inhibidor «in vitro» hemos
utilizado Dipiridamol en concentraciones de 0,5 mgs., a tenor de las de ADP.
Rossuer, con esta cantidad de Dipiridamol pero con mayores concentraciones
de ADP, no obtenia inhibicién de la agregacién.

#

Creemos que los inhibidores de la agregacién son un campo a roturar
con gran trascendencia clinica y terapéutica, El conseguir inhibidores selec-
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tivos sobre la agregacién, daria luz sobre su posible mecanismo; al no cono-
cer éste se debe el que las hipétesis y pruebas efectuadas no tengan a veces
suficiente expresividad clinica y los resultados sean contradictorios. El Di-
piridamol haria que las adenosina desapareceria mas tardiamente a nivel de
sangre entera o PRP. Otros autores piensan que afectaria los niveles de
AMP ciclico por inhibicién de la fofodiesterasa.

Con el Prof. Castillo hicimos un estudio con individuos normales a los
cuales se les inyecté 10 mgs. de Dipiridamol intramuscular, no obteniendo
efectos significativos a las dos horas sobre los parametros de agregacién.

Lipidos: Los métodos utilizados han sido métodos quimicos, electrofore-
sis en acetato de celulosa y cromatografia en capa fina (9, 10, 11, 12, 13, 14).
La determinacién de lipidos totales nos parece un parimetro poco valora-
ble, La cromatografia nos ha servido para control de las determinaciones
quimicas y esperamos sirva para posteriores estudios.

No hemos hecho valoracién de lipidos-enfermedad, sino que los valores
los hemos contrastado con las funciones plaguetarias asociado a su enferme-
dad fundamental o independientemente.

RESULTADOS

La adhesividad por el método de Breddin se realizé en 111 individuos
separados en cuatro grupos:

— Individuos normales: 32

— Enfermos con arterioesclerosis: 34

— Enfermos con diabetes: 36

— Mujeres tratadas con anticonceptivos: 9

El valor medio en adultos sanos que hemos obtenido es de 0,81 con una
desviacién standardt de 0,09. Valores discretamente inferiores a los obteni-
dos por Breddin (1).

En enfermos con arterioesclerosis clinicamente manifiesta, la media re-
sulté de 0,90 con una desviacién standart de 0,17; aplicando el test de Stu-
dent t=2,62 con p < 0,02 estadisticamente significativo. En la literatura
casi todos los autores encuentra aumento (15, 16, 17, 18) aunque Eisen y
Etomorken (19) no han confirmado estos resultados.

En mujeres jévenes tratadas con anticonceptivos la media fue de 0,99,
con extraccion realizada el dia 14 del ciclo, con desviacién standart de 0,17,
Test de Student t = 3,86 con p < 0,01 mug sifnificativo. La opinién en este
sentido en la literatura no es unanime. (20, 21, 22).

En los enfermos diabéticos, la media obtenida fue de 0,84, con desviacién
standart de 0,19 y test de Student con t =008 no significativo. Hellen en-
cuentra cifras de adhesividad alta en efermos que requerian insulina; esta
evidencia no ha sido confirmada por nosotros.

La agregacién con el agregémetro de BORN y los pardmetros lipidicos
fueron estugiados en 129 individuos agrupados en la siguiente forma:



Individuos normales 52

Diabéticos con o sin arteriopatia clinica 17
Arterioesclerosis 25
Mujeres que tomaban anticonceptivos 19
Cor pulmonale crénico 6
Cancer 5
Enfermedades infecciosas 4
Metaplasia mieloide 1

En cada uno de estos individuos se han realizado cuatro pruebas de
agregacién:

a) Con una concentracién de ADP de 1,25 mM.

b) Con una concentracién de ADP de 0,62 mM.

c) Con una concentracién de ADP de 1,25 mM, adiccién e incubacién
con dipiridamol de 0,5 mgs.

d) Con la concentracién de ADP de 0,62 mM; adiccién e incubacién con
dipiridamol 0,5 mgs.

Los valores normales obtenidos por analisis factorial fueron:

Maximo de agregacion: 72,5.
Velocidad de agregacién: 62,5.
Interrelacién de ambas: 244,1.

Los datos de estos valores, en los enfermos los omitimos para no sobre-
cargar de datos este resumen.

Correlacion lipidos-agregacion: No pretendiamos Jhacer un estudio de la
agregacidon en hiperlipemias, sino en los casos estudiados, hacer correlacién
enfermedad presuntamente trombdtica-lipidos-agregacién.

Diversos autores lo han estudiado dando valor a las sales sodicas de los
4cidos grasos saturados de larga cadena, fosfolipidicos (23), lipoptroteinas
(24) y triglicéridos (25).



CONCLUSIONES

I. — Hay una correlacion de la adhesividad por el método de Breddin y
agregacién por el método de Born. Cuando aumenta la adhesividad aumen-
ta la agregacion.

II. — En los enfermos con arterioesclerosis aumentan la ahesividad y
agregacién; dentro de ésta mis el maximo que la velocidad de agregacion.

III, — En los diabéticos s¢ modifican muy ligeramente los pardmetros
de la agregacién y la adhesividad no aumenta significativamente.

IV, — En las mujeres jovenes, que toman anticonceptivos aumenta la ad-
hesividad muy significativamente; con respecto a la agregacién aumenta la
velocidad y mas discretamente el mdéximo.

V. — En los enfermos con Cor Pulmonale crénico la agregacién en sus
dos parametros estd disminuida,

VI. — En los enfermos infecciosos y con carcinomas estudiados no hay
variaciones significativas.

VII, — El intento de sensibilizar la técnica de BORN, mediante adiccién
e incubacién con Dipiridamol «in vitro» para la demostracién de estados de
hiperagregacién nos demostré:

VII a. — El dipiridamol a dosis de 0,5 mgs./ml. inhibe 1 aagregacién
de manera constante a las concentraciones de ADP usadas.

VII b. — Esta inhibicién, no es sin e_mbargo, difereqcial con respecto
a glaquetas normales y plaquetas de individuos con las diferentes enferme-
dades.

VII ¢. — No hay interaccién con el ADP significativa.

VIII. — El estudio de correlacién enfermedad—lipido&agre%acién de mues-
traque el aumento o disminucién de los pardmetros no es solamente achaca-
ble a los lipidos —cosa por lo demds clara.

La interaccién lipidosagregacién demuestra:
—_7 =



VIII a— Los lipidos totales apenas modifican los parametros.

VIII b. — Las Beta lipoproteinas aumentadas provocan un discreto au-
mento de los parametros de la agregacidn,

VIII c. — Los aumentos de colesterina provocan aumentos de la agre-
gacién méxima y de la velocidad de agregacién.

VIII d. — Los aumentos de triglicéridos provocan disminuciones tanto
del valor maximo de agregcién como de la velocidad.

La Tesis consta de 209 péginas, 21 gréficas, 57 péginas dedicadas a valo-
racién por analisis factorial y 140 citas bibliogréaficas.
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‘faltan son las interrelaciones Yin viitro™ e Min vivo",

: Zn nuesiros balbuceos, técnicsmente fuimes dirigidos por el Dr, A, Hlos Gory
zhlec,

Iés tarde el Profesor R, Castiilo Cofifio, con gran expsyisnciz en esie cam-

po, centrd nuestras idsas ¥ nog resclvié los no poccs uroblenss Tae

surgleron.
 Nuestro ayrecio y reconocimiento al I, A. Corominas Vilardell con el cuak

hema’hecht) los estudios de 1fpidos que hemos centrastado con las prucbas fun—

” T’c: onales plaquetarias, y el que siempre ha sido un acicatd para au £fa,

adecer: sa efica, v constante colaboraciln a las Srisc. ¥onteeryat Vidas
7 o

”}.y J‘uem M Palomés Galeote, con las que hemos irabajado codo con codo.

:‘O.s ¢1fnicos cque han f"‘b. do zi lado de log enferucsy compalieros en nuesin

"'-a.»‘e‘ interros que nog ron ayudadd en la recogida de dalos, rues tre o

deelmimta.. o ~




" los campos, sin la cual no habrfa sido posible el final de este trabajo.

' mentalidad de clinico, ha querido, oristalizar en algo utilizable y préctico o

Egte tema, hoy tan debatido, tiene nﬁltiples veredas por donde caminar. Mi

. da una Fisiopatologl‘a plaguetaria nueva., Soy consclente.de que esun grenc de &g
" na en el gran montdn de wublicaciones actuales sobre este tomn, Hay conclusioned
gefinitivam y otras que se han de someter a ulteriores revisiones; esperancs gug
nuegtra aprortacién en el bmoni;a;}e de estas téonicas y su valoracidn sean dtilesm

~en la Clinics cada ves nds.




o FISIOLOGIA FLACUETARTA

A) HIETORTAe—

‘A vrinciplos del siglo XIX, fueron muchos los investigadores que observae

':édn los tlaouetas. Tonmd (1842) les da el nonbre de "globulinas" y Zimmerman
(1847) las describe y las 1lama “FElementarbliicchen", Son confundidas con frag-
mentos eritroclticos ¢ leucoctticos por Schultbze (1865) y Reiss (1872). Osler
g (1874) reconoce 1 alﬁ“(*nmia h4 1as proglama el tercer glemento de la sangre'. |
' La des cmpcldn de trombosis experimental in vivo, wis temprana Pfue hecha py

-

Jones ha.rgcn en 1878, reconoc :'Ld vor primera vez la particivacidn de lam placmiae-

St

e la SANZL

¥

tas en la cosgubacidn

%h.tmnel‘uresch, fue el primero en reconocer el cambio

quetas en contacto con superficices extraiias, este suicr ¥ Frhorth describicron

‘log cambios morfoldgicos y ffsicos de las rlaquetas adhoridas, Tambi#n desori-

;vbleron la wetamor,oms vmoo Loz concephos modernog han sido desoritos por |
. Litscher (1967). | ' | |
| B papel de lag vlaguetas en la hemozfasia no fue bien demogtrado hasta pri
’ clpim del siglo XX

v Rie PILA&OzFI'O ("83?) 2l gque describid las plaquetas en los vascs vzsenifrie

Yy 3 -, . ; M, v ey LR : 73} 8y e ph
dal conejo ¥ cotayn, sa cralidad de la sica el oirmino de "plgsird

ne® el cual se usas gensralmente en todas las lenguas. &n 1901, Iekhyzen, les 11
 ma "iromboeitos” creyendo errénesmente que eran c8lulas nmuicleadas.
. . E 1906 J.H, ¥Wright, egtudia el origen plaquetario,
B | gra,n’ investigador en este campo fue Tocantis (19501-1963).

Una gran cantidad de estudiogos en este campo se vodvfan citer, Wolpers y I

ka en _1939 ugaron por pri imera ver ol microgocnic electrénico y Jacques {1546)

oy

114 3 s A e wme angy ooy R N ey
ap :.caclé*x de la smilicona nicieron progrenor ol la sopavesidn ostos ftras

Hirgeh, con la primera transfusién plaguetaria y la inmmohesatologia en 19
'wmg‘eon) fueron dos muevos campos de estudio,

R
a

: mos aflos, antores como Eorg, Hellen, Sajsann, Migterd, Steiner,

azcker, 'i!.'ciw, Yhite, Inceman, Harpatkin, Caen, O'Briesn; Ibhe



una legién m&s, esté.n abriendo caminos nuyevos en los mecanismos e 1mnllcacioneg

:_de las plaque’c&s en diver sas enfermedades.

B) ORIGEN.--

Wright en 1910 afirma el origen de las plaquetas a partir de los megacalici-
tos. la microcinematograffa (2), los métodos inmunolégicos (3) y las reacciones
citoquimicas, han probade esta asertacidn.

Kinogita y cols. han observado directamente la liberacidn de plaguetas a pax
tir de los megacariocitos en ventanas practicadas en tibias de conejo (4). Ia 1
calizacién de los megacariccitos es normal en la wddula Ssea y en el pulmén (5)
y en estos lugares hay produceibn de plagquetas. Ho*erell‘y Donakue han demosiradn
el recuento plaquetario es mayor en sangre arterial que en sangre venosaj en la
" rmédula 8sea hay menor mimero de plaqlet,as que en el bazo y mulmén y por perfusi
de la médule. 8sea ge obtienen poeas plaguetas, sin embargo perfundiendo log pul-
mones se obiiene gran cantidad. Los megacariocitcn observados en los pulmones
desprend:!an activamente plagquetas (5). Se estima que del gicie al diexz 4 ds las
plaguetas se forman en los wulmones, Er el bazd szolo en determinadas condlciones
patolégicas, puede reaparccer la megacariocitogfnesias, que es normal en el om— .
bribn. "

Bien comprobado es origen plamuetario, veamos que se sabe sobre el camino y
roegulacidn @2 1a formacién de plaguetas, e distinguen ires pollaciones en la me
gacamoczto fnesisg poblacién termihal vluripotencial prematopoyéiica, yoblacidy
germinal de c8lulas orientadas hacia una lInea determinads y vpoblacidn germinal
oligopotencial,

¥odelo de Megacariocitogénesis (segt,m EBBE) (6).

Pool de c8lulanm originarias.- Célula originaria plu
ripotencial,

{ Pool.

o . ‘ ¢8lula originaria ericntada
. i proliferativo

Yool multiplicative G&lule proecapsora poliploide

fSis‘bema 3 | !
' g ’ Megacariocitoblasic

. Promegacariocito
Yool madurative SacaL

E-’Eeg?carioci‘to graoular

3
¢ -

’ 'Bool f".L.I.CJ.CZA‘.mlc" Hiaquotas.




- las Ve’s:fcalaa de zona media, que al estirarse bas formarian y por tanto serfan

v No se conooe el factor que ordena a los p:.‘ecursores megacarioblédsticos, mis—
pender la regl:.cacz&n sucesiva de INA del compartimento germinal intermediario 6
- Pool mltlpllcat.wo. Fn el Pool maltipl: icativo, 1a poblacidn celular tendrfa una
gintesig activa de INA, Dos tipog de divisién celular se conocen, gin saber el
:gredomnio de uno u otro 8 szl se realizan alternativanmente:. mitosig normal y en-
dom:ﬁoa:.s. Para la endomitosis se han dado dos esquemas de interpretacifn, en el
prlmpro la maduracidn de micleo y citoprlasmag serfa paralels y en el otro, la ma
durasién del citoplasma comenzarfa a partir del estadlo 8n crowosomas, sin que
‘hubiera paralelicmo en la maduracién ndcleo~ciioplasnftica. De hecho parece que
estos dos mecanismos estén intrincados.

W tiempo de paso enire el pool madurativo y el funcional, vara el hombre s
rfa de 10 dfas, pero la duracidn de log estadfos intermedics, no se conoce, Hbbz
en las ratas (7), por autoradiagrafia, establecid los sigulentes tiempos pawa el
pool madurativo: s) megacarioglasto: 8-14 horas (18%), b) promegacariocito: 11-1
horas (25%) y megacariocito granular: 24-42 hores (57%).

Los megacariocitos salen a la circulacién y por técenicas de leucoconcentraci
én son encontrados normalmente en sungre perdférica en oifras que oscilan entre
¥ '12/mm3.v Tentro de loua vasos estén oitusdos cercanos a los =8nos venosos ¥ apal
te de la mé&la Sgea, se encueniran normalmente, como antes decfamos, en el pul-
mén (8).

La mayorfa de las plaquetas, se forman a partir de los

sog en la médnlam(}sea. Fegtin Japa, el megecariocito ge desarrolisa por divisidn mi-

sariocitos gramulq

t8+ica normal, sin diviasidn oitoplasmitica, Ilas plaguetas podrian forsavse a pard
3
tJ:r' de megacariocitos, 8, 16 & 32n, vero la mawor‘parte provienen de Llesg 1%5n, Es
+ e 2 ¥ : d .
probalbe que &l megacariocito 32n produgos dos veces mis plegiebas qie sl 10n, I9
- esto no ha sido demostrado hasta el womento.
Bl proceso de formacifn sgse realiza, parece, por las controvertidas "menbrang

“ de demarcacifn", Bstas membranas de demercacifn, para unos mtores provendrlan df

?-1f"Zintraclton._as’aétwae. Fara Behnke y otros gutores osiaw membranas corresponderier

3'33,";0; gg de la membrana del wega camoclto v wor tanto la membrana plaquet:

(34

pam de la del megocariccito ( 3)

o DE% WROMBOTOYESIS,~ (Bconemfa: plaguetaria periféri cn)

i




Wuers de y}‘amctas;’d.{a vaﬁri‘.a des
" e 20,000/mn> afa/80,000 > afa’
(Bvbe T6)e

acariocitc granular

P, 1ihres

BEZO memmimamn

: . - Ciroulantes
' ‘ P, libres
Circulantes e Fndo~telio vascular
R . Paguetas e i Tapones plaguetarios
. . I D , .  Agregudos \AI}P, Trowdbina, Trouwboplas-
- tin
14 dlas 2)
, ‘ Particulate melier
Sistems RE
Compartinento ‘ Flaguetas Plaquetas
| Céiulasz originariszs plu~ Sindromes mieloproiife-§ Anemia aplisiicsu.
| ripotencigles. Tativos.

FC&vu’la‘ originarias plu-l

vvripotcncla] €8, ' (Trombocitogis ne egpe-{ Amegacsriccitosls congbe
Precursoraes ‘oohp'w.deq. cffica?. nita,

Hegacariccitos reconocibleg, = ~ = = = = = = = o o Sindrome ce Aldrich.

. ' Deficiencin de facior plag
witico.
Plaguetas. - Postesplenectonla, Trombocitosisn (inmme—me~
’ ’ ' efnica)

Tsplenonsgalide

“Bs impaqible, ‘en ol nomcnto ac !:uc.l, eztablecer un modelo de la plaguetopoye:

*ntales & resefiars

ero ‘ha;y unas semes de datoq expor

si ria‘ de la cifra de pla@etas, Odell ha demostrado que

’1aqgetaa cirdulantes inh:tbiria 1a dn.ferencxacldn megacarioci tari:




un e«;tadio mwclal (10) ; v
: Ei___ mimcro constemte de plaqueta.s stlgicre por este segundo dato experinzmizzl’

'fla 1dea de un servomcxmls.uo pnmi‘ema-m Sdula 6sez, dependiente del nimerc de

' pla,qgetas. : _b .

o

Schui“mn f‘i‘* h_a, "c;;*ra' en unz observacifn cuc parece tnica, &l sumento
'm&xﬂ.m de pl;.q},.etas degpués de 9«-1 1shoras en un mijedo trombopérico, después de
la vt:r'ansi’u.;lénv&e plasma fresco Immano rormel. Este enfermo sigue reguiriendo
transfusiones de vlasma desde hace 10 afivs y su respuesta sigue iguel. Esta ob-
vsferﬁ'acién prueba que una trombogenia puede ser debida a un déficit de un factor
trombopoybiico plasmitico en el plasms normal. La regulacifn de la funcién pla -
‘quetaria por un factor humoral (trombopoyetina) es muy posible pero no hay pruc~

bas de mu existencia ni del lugar de accifn de esie sumesto factor. Wintrobe

(12) cree me irata de una qie contiene carbohidratos, ese desplaza como unn &1 o]

na ali‘az, no es dialigable y esitermoestabile.

D) SUPTRVIVENGTA SLAGIIVARTA, -~
Bl estudio de la sapervivencia plaguetaria es dificil dada la fragilidad de

estos elementos, Kl marcaje con isbtopos radiogctives, in vivo, in vitro, en pia-
quetas de seres lmmanos normales, d4 unas cifras de estancia en la clirculanibn
de T-14 dfas.

%e han discutido dos mecenismos de nucrtp plaguetaria

«

a) For senescencia,

- 'b) Por degtmiccidn 8k agar.

- Bstos dos mecanismos, en pobld,c;lén homogénea plaquetaria, darfan una super-
v:wencla que tebricamente podrfa ser representada en dos tipos de curvae, puia
- 13, muevte por senescencia la curva reprecentarfa fin signolde con une meseta Ariie
ciel de maduracidéng para la destruccibn al azar la curva serfa exponencial. AfecH
: ,ta.ria al 10-20% de plaquetas en juego.
Parece que la super¥ivencia totel para Davey y otros amtores, es la sumz de

.los dos componentes lineal y exponencial.
”La destmcci6n se harfa principalmente en hfgado y bazo. Ciertos sutores han

S j sugerido el papel imporiente del pulmén, Il lugar de destruceldn parece una euls

F; A'flel para la J.nd:.cs.clﬁn de egplenectomisa,

zcovmey y cols. (1968) apoyam el concepto de curvalineal de envejecimiento. B

enbemimales demuestran que plaguetas viejas son secuestradas por el bazo,
aioa retzim;tes confieren un importente papel al hfgado (Schullman 1964)

» b’é?)"éas‘mdié la sénescencia plaquetaria ea diversas enfermedades y vil




f:.qua era dif er&nﬁe ¥y oen en:f’ermoz oon 2, T I. la destruccibn de rlaquetas marcazdas
) -liera. menor en Jjbvenes ¥y a.que.tloa Qe respondfan a terapbu’ic 8" " Ta . ‘
] De Gabri fle ¥ Penmgton (196’{) demos raron wn Pl eg &-ict 7 -~quet-—ic,

. gemberg y Firkin (1966) creen que este pool plagaetario esplénico eatd en equi-~
© 1ibrio dinémico con las Plagetas circulantes. -
Ul estudic de la supcrvivencia plagquetaria en clinica hasta shora, es

R

o giil
‘en las irombopenias permitiendo el mecanismo de aplasia, hiperespbenismo e hipe:
destriceién periférica. Una duda que queda es si en algunos casos de trombosis

no habrla unz dsmimuecién de la destruccifbne




T
I .

e Bdmerv,- La numecacidn de gfiaguetas en sangre total, no es todavia se~

tigfgctoria ¥ golo la numera acifn en plasma rice en rlaguetas, d& bueno

&!
H
0
&
=]
1

 tados. |

Loz valores normales oscilan entre 150.000 y 300, OOO/mm"}.‘

Rl ejercicio viclento, los traumatismos, la inyecciln de adrenglina aumernt~
tan la cifra de plaquetas. Tamkién el iraslado a grandes aliturzs.
» For lo general, los errores tienden a dar recuenios bajos, lLos recuentos
plaqueiarios realizados por mélodos indirecoios, tienden a ser mis elevadog qu
1oz gue =2 cbiionon por los nfioloo (}iz:‘ec‘i;nm

: B el primer dla de la mens atraacifn, se producen descensos G 505—{55”, en €

tercer 6 cuasrto dfe vaelven a aupenter ( t&) Ponle observé una disminueidn len
ta y progresiva en los 14 dfas previos a la mensimaciln y un ré Zpido sumento
después de la iniciacifn dc. la regla. ¥n el embarazo se han descrito ligeros
descengos en el primer periodo del pario y en el primero y se mndo dfa del we
perio. '

Variaciones oztoldgicos.-

Frgoturas 6uses, sobre todo lss de cuelle y Pémary dptervenciones qui: i

gicas (desde el 30 00%) ¥y miximo enirs 72 y 200 dfa; hemcreresian amidass

leucemia mielocTtica crénica; policiteria veray postesplencceionia; Hodgking &
5 5 H = ]

-

tritis reuma‘ﬁmar‘"; colagenosisg mercidosin, colitls selaross y enfermedad ce
Crohng trombosis de vena esplénica y neoplssizs {40% de los oa@oz;).

Con repecto al turnover m,).mo n} squetario, los eondies con isbtopos ra

jo

p]
it

»actlvo 5y han dado resultados diferen '\;ry At Cohen wgandé €l C*x:ﬂg egting 1
produccién diaria con mfs de 80, OOO/rus , mientras que Davey utilizardo el ndar
is6topo, mgiri 4o.ooo/ﬁm G ae

| Ké.rpak‘i;in en 1968 (14) separé del extracto de plaquedan Immarus, dos poble

.ciones"con densidad extrema, por centridngacién, Unas grandes con una graviaa
;eapeac:iflca mayor de 1.055 y una poblecidn pegquefia con gravedad espe cifica ment
,de"i 046 que representan aproximadamenie, el 15-20% del volumenw totel.

¥l promedio de volumen de las gran&es, es de 12 mcra,s,3 ¥y el de las pecue-

e ente 4 veces mayor. ¥o hay diferencias gignificativas con respecto




' 1fp1do« totaies 6 sintesw total de 1{rvdoq.. Con estudlos con 1s6fop0m en Tia-

osy S€ ha demostrado que las grandas corres ponden a=las nlwpzn'tas,

_36venes y el z-ogreso en 1a edad disminuye el-voliimen y el pote:xcmn netabflico,

las -Qlaquetub grandes tlen menor superficie por unidad de volumen, mis ANV uie

;mable ‘por &rea ée mperf'r cie para la aotzvmadu& ATP—asa en membrana ¥y esto lea

haoe ve.ntana na,ra le agregacibn pl acuetama. y liberaocifn de ATF después de esti~

mlada ila i‘orr’:au.tén' .de ta,pﬁu Hemogtético, Se ha comprobado gue hay un aumento de

, grl..ndes plameta,\:s en sxtaacwnes de trombocitolisis, pérdidad sanguineas en Ro—

cimtes con an ticuerpos antiplaquetarios circulantes, con la edad en ra tas ¥y en

hemorragias agudas en perros. Katos datos han de ser tomados con precanciln, no

- obstanx.e en una gz'maczén clfnlca con irombopoyesis aumentada y por tanto aupen i

del fndice de plaquetas granrle Sy puede dar resultados que reflejen este avmento

relativo, antes § mejor, @ie waa ancumal 1idad inh

AVY e ~3
nhe rerleje de ecta ciftuacion

particul ar ciinica.




. 2) Es‘tudlo mori‘olémco.u ; Los es tud:.oa con mcromomo de luz oenvenr'mnal solo  a~

portaron el tamano yla dela.mtaoldn de gramlémero e hmléme*-o. Han sido los estu-
chos con mcrcscopios el ectr&mcos, usando soportes finos con resina de r)o;ies-tax-, \3
oue se uedan estudiar e;oomones: de 500 4¢ las cque han dado luz sobre la uliracsirch
ravglgqvugt@ma.v F): aspecto glohal de 1ar: plaquetas, varia con el méicdc de preovara- ’
cién”.v o ,
3 o Aembraza Celvlar: Torgsda por “tres oapas,‘ dos capas de 20 A? cada una, deasz

eilectrénw cawnte, separadas por una capa menos densa. La anchura total de T0-90 Ae.

T.ienen estasg membrcmaa una doble cajpa de li'nldo~ ¥ fogfolfipidosz, cublerta a los
Bioa 1&&08 Yor una capa de proteina.

Machman ¥y Ma.rcus 30specharon que esta membrana ,)ue{,a. un papel central como cata~

lizador de muperficie medisnde en log procescs corsledosn biomfmicos de la hercadoni:
2.~ _Membrana placuetaria: Capa granular fina de menos de 900 A® de anchura, que

envuelve la mexsbrana oelula“ que cerresponde a la "atmbafers periplaguetzria® ds
Roskan descrita en 1922

Iuarcug y ducker (196’;:) creen que es parte Intima de la membrans celular, vero
Schoulz y Langaber (1966} creen que son proteinas plasmiticas sbmorbidas. Feta zona
es my z"ida. en factores de cosgulacién: V, VIII y XII y fibrinbgenc, (14)

3e -4 - Mitocondriasy 6 beta grimlos: son redondos u oveles, Vurisndo so tamuio o
1a 0- micras de difmetro y esifn envueltas bor uno wembrana Gotle, Son diferenies

\ 1
de las mitocondrias de otras célu"}.a pOor s menor nﬁmam {de 1 & 6) > por notoner

93
2.

inclusiones oscuras. Bs el lugnr principal de pror?uc cifin de energfe modieda pov
»'ATP.I Ias Plaguetas relativamente contiene mfs ATP gue las demfs ctlulas de rucutro
; ~organismo. Contribuyen micho en las f'uno_'.ones, de retraccifn del colgulo, adbienividad,
agregecién y fagocitosis,
4o=_los cuerpos dengog § alfa eréimlos olizogomas:  son los organillos mis ghune
dantes. Forman un grupo heterogfneo estructural y funcicnalmente, ieniendo en comin
1 ~una membrana doble 6 triple de 70-80 A? de anchura. Se ha descrito que conticnen mer
tomna, flbmnégeno, factor plaguetario 3. Siegel no aceptz la ides de que los cuer—

e

pos densos sean igualess a los grinvlog alfa, y dividen los grénulos plaquetarioa o

" diferentes sub~racciones diferencisndo lisosomas de grirulos alfa (15).

.

- La ﬁaturaleza exacta se desconoce, Parcce ser almacenes de aminas y durante la

a@egaolﬁn plaeu*‘tama, desaparecen; este proceso parece ser un proceso répido y acti-




"‘-nen-l;ea perivlafmetarios, proteinas plasmiticas, circundan este sistema micrognali-y

o _z-a eqté}- en relacmn con el gistems microcanalicular plaguetario gque deriva de la
: -”membrana cito smitica,: aonec-'bandq-_ eon el exmierior de la c¢€lula (16). Lus compo-

zador. i ‘ ' o o S z';
5 - }»,icro*himlosa “ion mclu siones cercanas a 1a superficie plgquetaria, pero |
no en ccntae‘t& con ella.. Behnke y Zelander (9) por eztudics en plaquetas humanss |
y de ratas vieron qun los mf‘rot*&‘nu'ws estén formados por alpededor de 6 i’ilamento
con su‘mnzdade arzlelas en un plano longitudingl, cada una de anchura de 35 A¢ "\
.p_zedevx Jugar un e«ve] imnortanfe en el mantenimiento de la forma plaguetaria. 311
wer cree que meden tener que ver con la formacién de pseudbpodos, Este sistenma
tutular, algmos auiores los estudian como vacuolas y vesfculae (14bis). Mis re~
cientemente se cree:que los mici-ohibu},OS formarfan perte de un sistema contractil |
@socﬁiaiio con la trowhomienine,
| Sixma y Molenasar han descrito microm nmllas, we tendrlfan mque ver también con
ia forma ylaquetaria, pero g1 existencia no estd probada (16 bie). | ,
6;— Log filgment _5_ han sido bien descritos en forma de tulios en toda la cb-
1ula, bien alreciedor de la clrmmferenclu plaguetsria y extendiéniose en los pseu-)
dépodo

Ztinclu sionesy vepa.rc.dg, han sido deccritas: similares a apsrato dé Colgl

(presente en megacariocitos) siderogomas & grémlos deltn, ribosoman, grénulos dc
,gluodge*no e inclugiones lipidicas.
v De 10*; estudios morfolbgicos en los trastornog plaquetarios, log resuliadosn

: aon ooai‘u S0 8.




"‘S‘IUDTO BIOG;U MICO

- las plz;gjasta‘s tienen ana actividad respiratoria my‘iiﬁportante, con cociente
TESFch"!'QZ‘i'O priximo a la unxdad (17). Iesprovistas de Acido desosiribomicléico,
19:3 tYeddos representan el 8,54 del peso seco, los 1lfrpidos el 15% y las proteinas
el 6{&. Avroxinadamente el 15% proteico, corresponde a la trombostenina (18). Fo-
rece demostrado wue las vlaguetas paeden sintetizar proteinas tales como taurina,
trombosfenina, etc. (19). '

IROTEINAS. —
4. Trombostenina: Es una proteina contractil relacionada con la actomiosina

miscular, ¥ es idéntica a ATP activada con iones cdlcicos e iones magnésicos (20},
Ultimos tra‘bajos propusieron la hipftesis de que la trorbostenina era la respon-

‘sable de 1z refraccidn del cofgulo. La actividad contractil de la trombostenina,

es dependiente ael ATP,

Ia Jocalizacifn de la trombostenina en la plaquetz; ha sido descrita en varios
punios: microtdbulos, fibrillas y otros organillos. ia actividad ATP-asa, ha sido’
descrita en la nenmbrana plaguetaria por Salgzman.

. Beitex~Galland en 1669, describe dos componentes de la trombostenina: A y W,
o“ae gae en la p"?at;x ets relajads esta proteina estd distridbuida en el citopiasma
¥ preferentemente en zonas marginales.

. .Jones en 1966, relacliona la trombostenina con la 2 agregacibn ylaqueiaria. Un
mecanico pogible es que la ag::'egaoién sea provocada por la formacién de rmienteg
' de actomimina entre las viagretas (22). Booyse demostrd la capacidad de producir
"'hrx)mbos‘tenina in vitro, en la superficie rlaquetaria (23). )

Una actividad ATPeasa, diferente de la trombostenina, ha sido descrita en las

plaguetas (24). |

2, Pibrinbeeno: Tiene un pego molecular similar al plasmitico y es idéntico

¥
: ’,,molﬁgicammte, pero se diferencia de éste en que es coagulable incompletamente
K Ha,. si&o ,desérite en la wembrana plaguetaris e intracitorlasmftica.
’»_,bmver:sp:s matores creen que el fibrindgeno tiene su funcién eﬂ las primeras ete{
pas de la agregacién. EL estudio de la agregacién en enfermos con trombostenina ¥
; mhdgénia en que el fibrinégeno estd disminuido, parece que apoya la hipStesis
achmn, (14) que existen dos poo}.s separados intra y extracelular,
AE ast La serotonina es transportada casi exolu:uvamente por las plaguetas

of "benmcxﬁn de las - plaquetas se obtiene por dlfasldn pasiva, pero hay tambiér
‘ portee act:.vo (25) No hay evidencia de la prodncclén de serotonina por l¢




o - es hberada por la acci6n de la trombina.

'plaque'&a;,\pero sf en los megacariocitos {25). %e .LGC&.I.].L& en log grénulosg alfa y
o Se han demostrado ‘en las superficies plaquetarias, reoeptores especi"‘xccm pa~
’-i"a.-la. serotonma., Born pensé que la agregacién plaguetaria dependfa de la combing
' cién con estos receptores especificos. También hubo evidencia que "in vivo" la |
se:r:ot mna ;gueae m’nbxx la sgrey d,vl&:l ¥y 58 postuld que este mewvanimso inhibito~ ]
rio, puede ser uns mueve forma de profilasis de 1la enfermedad trombbtice. ”
A&rena._ina ¥y noradrendlma teambién etisten pero en cantidades menores que la
sero‘tonlncz,. o ,
' , las protmnd oontenid:;i.a en lds grénulos plagetarios se han separado por orc
matografj'a en los dltimos 'L:.empos (22), demostrando en la piel de conejo, un aume
to rémdo de la 1)ermeab111aac1 Vascule.r que no cedfs con antistéminicos, sugirier

o Ao ’J' P 'p"i one Ay }".‘.“"!’.:, s #Y ey
e A D NS SN ERS (S SV S+ S oumrifle

do lg liberacidn de egtop yroteinas de ilos 1icosoma

.

mcrementa la permeabilided vascular. Bsto jugarfziun papel importante en las

resx.ueubag de los vasog g estimilog loczleg inflamatorics.

ENZIMAS DEL METABOLISMO PLAGUELARIC {Semin J. CAER) (18).

NUCLEOTIDOS ¥y

GLUCINOS o LIFIDOS FROTEINAS ACIDOS NCTEICO
CATABOLISHO © CATABOLISMO CATABOLISMO CATARDLISHO
~Pnzimas de la via de ~Iipasas ’ ~Cxidasas ~rombostenine |

Bubden~Neyerhoff ?Elégijf’; - ~Iescarboxilasas }Zg::’rzs (,;;:_::a—
N SR . Tatasas) ~Jeshidrogenass  pendientes
| :;ﬁaﬁnzimas»del Shunt de
- las pentosag-fosfa'l;os
>’v"m31ma5 del eiclo ge - o ~FPeptidases —Adenil-5-Posfa
Krehsn N o ~Kinasas tasas
‘ ~Pransaminasas -AP y Rasa
£ , ~Fibrinasas -;.i.deml a‘co-K:ma‘
-FOafor:Llasga ‘ ' ~Nucleotidasa
| 'Mctosa-—foa,fatomaldo- o | . | .
asa 3’, fmctOSa-G-—iosfo- - -
de Glicégeno ~Sintesis de If= = ~Sfntesis de Tau~ '
. .pides . . - wina

- =Sfntesis de Trom-
. bostenina,




PACTORES TE COAGULACTON "IAQI‘TAP.IOS

-Dos tipos de factoxes hen sido identifiacdos: unos absorbidos a la membrana
plaquetaric y otros que forman parte Intins de la estructura plaquetariaz. '
Factores de mporficie,~ Entre los factores adsorbidos a la meubrana plagueta-
" ria, se han descrito: fibrinbgenc, factor II,V,VII,IX,X,%L y XII ademis del factor
egtabilizedor de 1la fibrina. Dentro de ellos, hay slgunos que son ficilmente desps
gables, comc gson la protrombina y log factores VII,IX; y XII, sin ewmbargo, ol fi-
brinbgeno y los factores V,VIII y XI estén fuertemente pegados. '
Iatridis y Perguson (26) demosiraron la evistenciaz de estos Wliimos factores
en plaguetan tavadas repetidamente, Ls signiticscidn de entos factores vy e papel

en la hemogtasia y cozgulacidn no estén aclarados.
Factoren plaguetarios.— Se representan en ndmeros arébigos y estén bien descr!
tos cuziro faciores,
Factor 1.~ Acelera la activacibn de protrombina por extractos tisulares. Deg-

tsch y Hjort demostraron que este factor eva el factor V adsorbido. ¥in emkshb

es estable en comtrate con el faclor de la coagulaciln, cambio gue Dorece product

do durante la adsorcifn,

Factor Z.- Es una vroteina y acelera la convergifin de fibrinbgeno a fibrina

-

por la trombina.

bli‘antor 3.~ Bs una lipoproteina con propiedades tromboplésticas. Eu en 1550
cuando J¥rgens y Dentsch (27) los separan de los factores de la congulacifn., Bsid
en forma no disponible en los grinulog del citoplasma y en la mexbrana plaguetari:
(17)e Es liberado en ka formacibn del tapbn hemostdtico, Wolf (28) adsrostrt que e]
. plasma libre de plaquetas, contiene un polvo plaguelario rico en foofolipidos simi

lares a los del factor 3. B ,

. Factor 4.~ Es un factor intracelular con actividad neutralizante de la heparina.

’ Ha. ‘sido obtenido murificado y se ha demostrado que es una proteins.®s liberado ré-

pidamente durante la agregacién y aumenia &sta producida por ADF., Es corsiderade
’por algunos como un agente agregante potente y especIfico in vivo, Bu actividad
8¢ ,nri'de determinando 1 accibn antlheparlna y coagulante, Recientemente se ha vis-

»”o ‘qué no estéd &sponlble 1gual que el factor 3 en las plaguetas intactas, pero e:
1iverado en la. agregaczdn plaguetaria. (30). |




e

o Tam’olén b ecientémente; se ha visto que p’l.aqite'bas incubades a 37¢ durante
16 & 20 ko

rece gue en vn mecahnismo vestigial de poca importencia, excepitc en perscnas con

¥s, separadas y levades, forman un factor de actividad tvisular. Pa-

un defecto intrirsico del mecanismo de coagulacién {31).




S‘esv paeden disfiﬁguir una fraccién lipfdica neutra y wne fraccibn fesfolipf-
B.i.c:é,{lps lipidosmnebﬁtms comprenden los mono, di, y trigiicéridos, el colesierol
libre ;s'rwes"ceﬁ ficado. la fraccién fosfolipf dica, e3 especifica plagquetsria y co-
’:rresbonde a} factor 3. Eetéd formada por fosfatidilserina, fosfatidiletanclamina,
inositolfof4tido, lecitina y esfingmiclina (32).

| Marcus en 1971, cree demostrado que el metebolsimo 1ipfdico Plaquetario es
‘muy activo, Log fosfoglzcémdoo, que importan €l 7% de los 1fpidos toiules, pue—

den mer sintetizados a partir del glicerol. & membrana vlaquetaria es Gapaz por

z6n de un 2‘,0 pexr hora, por ia via de Laand 6 por dCf"t’laC‘l 6n directa. Lo sintegis
| de %cidos grasos existe en las plagquetas y es un hecho el aumento degiufs de la |
- esplencctomfa (33).

Alrededor del 0,5% del total de J.;pidOS, gon gonglidsidos. lLos gangiibsidos
y no otros lfpidos, pueden ligar débiles cantifiades de serotonina y reversiblemen
te.

No ge han encontrado difersncigs enire poblaciones plaguetarias, grandes y - ¢
F I

»

quéﬁas con respecto a los 1fpidos totales ni a la sfntesis (13). |
Ias inclugiones lipfdicas que han sido reveladas por el microscopic e},ec’sr&f
-nico, han sido consideradas como un signo de desérienes plagquetsrios cual itativos
- pero estas inclusiones pueden verse en plaqietas normales. ¥l ndmero de inclusion
-lipfdicas es normalmente méximo cuando la conceniracién de 1Tpidos en veanove el
v,_ailta.. Schulg y Wedell han demogirsdo inclugioneg lipfdicas en sujetos a los que
. ;fge' lies ha perfundido infusiones de 1fpidos (Lipofucdin)., Sagieren que las plague~

' _tag fagocitan y transportan 1fpidos (14bis).




: AN.P Cfolicor Efl"i’;e-‘déscxibi‘erta'esfg_-,gabsta.néia' termoestable for Sutherland y cols.
: . en 51957; hiid pap§1 de sepundo mensajero en la accibn de lag horménas, fue hallado
por Sutherland y Rall en 1960. Estos mismos autores han mostrado cque la conocentra~ '
cién intracelular de AMP cque es réApidamenie variable, resulia de la accién de dos

enzimas especfficos, €l uno sintetizando el nucledtido:r ademiciclina v el otro hi- :

" drolizandolc: fosfodiesterasa. Le adeniclclasa estd estrechamente ligasa & la news '

btrana celular. Segdn recientes halla,gos, las plaguetas contienen tonta canta cant: :
dad como el cerebro, Los estimilantes més corrientes de la adenilciclasa, son las ;
hormonas. Catacolaminas y prostaglendinas, se ha demostrado que esldmulan la a@w“
ciclasa de las plaguetas. |
El AMP provoca en las plaquetas "in vitro" las ancmalias funcionales que carac-

3

terizan les placuetzs de la enfermedad de Glanzmann,

ags un débil inhiovidor ds 1

En 1965, Harcus y Zucker (37) ven que el Auf

gacién plaguetaria. Se ha reconocido recientemente gue nuchas gabsizncias ejercen

s funcibn por efectos en ¢l metabolsimo de ANP, Ver t able de Balzmeann (34).

TABLA. Influencia de logs agentes que afectan a la agregscifn plaguetaria 6 neta~

bolicmo CAME, ' ]
- AGENTHE AGREGACION cl¥P ADENIL CICIASA FOSFODILSTERASA PLACT- "
| TAS PRP LIGADLS

Epinefina - 0
norepinefing | » ) ‘
alfa o i (Eptn)
beta : ’ ' 00 Epin)
- 5-AT +
. trombina + 0
R B + 0 0
~ colégeno ot 0
: écidois”nic:ctinico ’
H"»’_ikaolfn:
' ’cvéﬁ’ﬁififugacién
0




B}J;'ﬁhslajfy A, Taylor estudian los niveles de AMP cfclico en Plaquetas, mar--
Qéndblvcrv con ¢4 adenina ¥y encuentran que ADP, adrenalina y varofineni na, no Iro-
ducen variacid és gih embargo, la prostagiandina P&?E,i produce unts valores my bﬂ-—"
jos. (37} - |

Log efectos del AMP cfclico y su posible mecanismoc de accibn sobre la agresi-
c¢ifn plaguetaric son ompouros, Porece gue vn pogible mecanismo serfa le estimalacic:
de la actividad protein-lipasa (Evo, Breengard 1969). La reduccifin del AMP eg mo-
xima a los 10 degundos de aplicacidn del estimlanie de la mgregaci6n (ADP, adre-

‘n#lina, troubina, etc) (37bis). :

PROSTACLANMDTRAS Y NIVELES DI AWP CICLICO R TIACUETAS II\}I.MQAé«

Fue Kloeze el qug descubrié el efecto de las prostaglandinas en las plaguetas E

o oreciontenente ne ha entrevisto

humn.m v de snimzles de ezt

el meoanismo por el que actuan.
Las vrestaglandinas, inhiben la agregscién ylamebsria en resmesta a une gra
)
variedad de agentes. Cuatro 1fneas de evidencia parecen sovortar el cue el efecto’

de la prostaglendina esg mediado vor el AMP cfclico. (36).

1. Las prostaglandinas gon potentes estimulantes de Ja adenilciclass plague-
taria.

2+ Lo prostaglandinas increrentan en plamuetas intactas, el'nivel" estable

&

de AMP cfclico en estar c8lules. La incorppracifn de radicactividad dentro del &7
cfclino refleja un incremento del ceciente de sintesig del nucledtido ciclico en
las ctlulas intactas,

3¢ Bl que el efecto sea potenciado vor la teofilinz que es un conoclido inhitsd
dor de la focsfodiesterasa. .

4e El efecto puede ser reproducido por ARP cfclico exbgeno, con el derivado &

buti ril, siendo misg mtmte que e originario AME,

FURCIONES PLAGIETARTAS.

Intentaremog regumir las funciones plaquetarias y estuvdiaremos log aspectes 4

cada buna de elles, revigando log que mds directamente nos ataiien.
I.~ Parada de la hemorragia.
II;-? Fbrmaci:én de agregedos para la construccién del clavo hemostético.
| IIT.~- iceleran la generacifn de trombina y la formacién de fibrina.
) IV;'.- Son vehiculo de aminas activas ¥y producen su liberacién ( "release™).
”’f".- Hant:.er»en la integridad de los vasos. ’
E‘n pr:mer luga.r ante una lesibn en un vaso s se produce el fenbmeno dé 1a fhe-l




L

¥ degzuéq la. secuencia de rescciones plagquetas-vasgos, que son mejor conocidas.

comin de esta agregacidn (32).

fos ',s viscosa. Para Lischer (41) se pueden distinguir tres fases deniro de ellas:

23

Gl&s:l.c&mente se describen una vasoconswmciﬁn cuyo mecanismo es mal conocldo

Un esquens simple de la hemostasia, tomado de una revisifn nuestra anterior, (B
(38) puede’ sers

ot

— Legién Jeuu'[ ar
v . T woligeno !
P.'l.aqa\ftas ' ' Flasma
adhegivided : Ac t\iyvacién FAIT Factor |
¥ ."reil]., ease’ o (Coagula lf trinscca,) Tisular
ADP gerotonina$e————oSF3 Trombin {(Coagnlacib,
| adrenalina g———-—" L extrfnseca)
Hznchaﬁm ento |
é,{;.t‘(,& 201 011 « > Tapda henosidiivo
La. adhegi6n de las plaquetas a las fitras de coldgzono, estd bien demostrado.
o)

~ Y hi 1 . . 2 o N : . 2 el e
réyida e irreversible, Hegin Cacn la adhesitn depende Min vitro" de la polimeriza

cién (bien conocido es el efecto de la glugmsamina ¥y urea) € "ia vive" pr la ma-

.,

duracién (cumto mfis viejas son las plaguetas menos adhieren). (30). Parece gque ek,

.

mecaguisno es un fenbmeno electrosidtico 5l cque sigue el "Swelling” 6 hinchamientc

plaguetaric y la liberacidn de divereos componantes “relessa’,

La agregecidn de las plagueias reversitile 21 cordenzo y luepo irveversidtle, o

lugar a la formacibn del tapén hemostdtico, Parece que el ADP s ia vie terminal

- No parece gue el fenfmeno de adhesiln sea igual Min vitro que invivo™. In vi
son necegarios cationes divalentes, fibrindgend y wn cofactor plasmitico, hasia
hoy desconocido. que felta en la enfermecad de Von ¥Willebrand,

Rodman en la sgregacibn diferencia cuatro etapas: "morfol6gicus'e

K3

Fage I.: las plagu etas serfan unidades singulares y 1os organillios intraplam
tarios emigrarfan centralmente.

Pase Il.: Les rlaguetas aglutinan y forman especie de mosaico.

Fase II1.: las plaquetas se desmcnuzan(trombocztoremq) desintegréndose los or,
gamllos en la membrans.

Fase IV,s Las plaquetas no son identificables.

\ﬁl»las fases IIT y IV, entrarla en escena la fibrina.

la consolidaclcn de la,masa de plaguetas, es lo que se ha denominado metamor—




-1, Hinchamzento, degranulacldn v "release", 2. Contrazcciln y compgetacién de agre

gados, en’ parte« debido a trombostenina, 3. Deposicién de fibrina en los agregados
" Los canbios inducidos por ADP y trombina, estudiados por Booyes (42) usando
una técnlcé,de“ﬂluzmsombra", nodificada por mica, han dado una serie esencial de

acontecimienios: a. cambios en la permeabilidad de membrans plaguetaria debido a

interferencias con ATP-asa de membrana, b. modificaciones del citogel plaquetario,
rico en trombostenina, ¢, contraccibn répida de citogel, dando lugar a agrsgacién

¥ “release'l.

LIBERACIW 0 "RELEASEM, | o
~ Usado el término por primera vez por CGrette en 196? estudiandeo €l efecto b10~

qpimlco de. la trombina 6 de las ylaquetas. Bs un procesc muy especifico, répido
son gran eréanHGla energética.

Con el término "release" ge indica la liberacidn de nolebtidos del almacén
contenido en los grimilos denscs electrdnicamente.EBstos nucledtidos, no son parie
del pool metebSlico ni estdn en contacto con 6l. Awinas vsoactivas como la seroto-

‘nina, son también liberadas por egtos agentes tubulantes del release, parece habex

diferen01a entre estas reacciones

Bote “releave" selectivo, os dependiente de cationes dlvalenteu, especialmente *

calclo Y de una fuente de energfa. Eﬂ mecanismo del releasey comprendz la conirac-

cifn y descarga del sistema membrancso de canalfculos irternos. las plagretzs  pe
Ta produclr egta liveracibn han de adherirse a estos egtlmulos. Le cublerts plas-
vmétlca de la superfifie p&aqpetarlg se incluye en ¢sta adherencia. 51 la superfi- J
Oieiplaquetaria esté recubierta de albimina, esta tiene tendencia a inhibir la
adherencia,quando estd cubierta por fibrinbgeno y gammaglobulina, se potencia la
adherencia,_pero el,fibtindgeno no ceusg peligro. Bs decir, que la sinmple adheren-
cia d la superfic%e, no es estfmlo suficiente para cansar el releass (42).
:j Someramente vamos a ver algunas substancias capaces de provocar cl release de
algunas particularidades de ellas: (43,44) | ‘
ao Trombina: Causa la liberacibn de ADP, seroning, prealbdmine, albimina, alfs
¥y beta globulina, fibrinfgenc, faciores IIT y IV, calepsina, y mucopolisacdridos.
| La natﬁialeza del sustrato de la superficie plaguetaria, con el que interactie
es deSQOnoczda.
» h@ Uolégeno; Depende del calcio y fuente de energfa., Flaguetas de conejo lava~-
das no pro&ucen "release" 31 no hay en ek medio glucosa. EL blogueo de los grupos
amlnopeptldeo de la llslna, inhlben la agregacldn con el colfgeno., (uizd el colé-
geno,tieneﬁun efecuv 1ndireoto por su habllzdad de actiVar factor XII, las plaqpem




tas jévenes adhieren mejor que las viejase. v
.l‘bu11naz Parece que el complemento tiene que ver en las reaccimmes

de la garmagléimlina, Henson en estudios con plaguetas de conejo, concluye que hs

tres diferentes mecanismos de reaccién inmmolégica: 1. reaccifn directa de com-

rlejos antfgeno-anticuerpo con las plaquetas, 2, efecto de log neutréfilos al in-

teraccionar con los complejos entigenos-anticuervos, 3, 1los leucocitos sensibiliz :

dos paeden ser~estinula605, en ausencia de complementio, por antigeno y actuasr so-
bre las rlacas.

d. Bacteriag, virus y endotoxlnas' La accifn de las bacterias en presencia de
gammaglobulina, conduce gl "release". Las endotoxinas producen la liberacién dn
plaquetas de conejo y perro, pero no se ha demostrado en plaquetad normales,

e. Epinefrina y serotonina: Farece que actlan por liberacibn de ADP,

fo ADP: Serfa &k vesponsable de la segnds curva de agregecibn que obienemos
in vitro, pero parece un artificio de este tipo de test "in vitro™,

g« Acidos prusos: Los &cidos grasos, estf bien demostirado, que producen afre-

gacifn plaguetaria y el mecanismo parece ger el "release" de ADP, Ha sido bien de
mostrado que el egtearato ¥ los Zcidos grasos saturados, con cadena larga, produ-
cen el "release" de serotonina e histamina de plaquetas de conejos en plasma hepz

rinizado, Los &cidos grasos poliinsaturados, no causan agregacifn excepto el lino

leato.
| Variaciones de la concentracidén de Scidos grasos y la influencia de la unién
proteinas-fcidos grasos, pueden afectar los resultados. El calcio parece que es
necesario en la induccidén del “"release®,
Los &cidos grasos libres activen el factor X(I y por esto algunos piensan en

un efecto sobre la generacidn de irombina y no un efecto directo sobre las plagque
tas; Sin embargo, los dcidos grasos libres, pueden agregar las plequetas en prese
cia de'concentraciones_de heparina suficientes para inhibir la coagulacibn de la
éangre. También las plaquetas lavadas, incluyendo las de pacientes con deficienci .
de factor XIT, son agregadas por fcidos grasos (44bis).

Recientemente se ha visto que emulsiones con gran, proporcién de &cidos grasos
no esterificados; 6 emilsiones de Acidos grazmos Puros, causan la destruccidn de '
plaquetaSQ _ |

Otros ruchos agentes han gido descritos como productores de "release,

Weiss en 1971, estudia pacientes en los que el “release" plaquetario egts él-
’fterado, encontrando en algunos d8ficit en el almacén de rmuclebtidos, y en una fa-
milia‘enoontrﬁ fosfolfpidos de fcidos grasos anormales, Bn otros pacientgs se ob-
} fieﬁen una semiologfa p&aquetaria similar a la obtenida despuds de la ingestibn ¢
7 j>fas?irinas Y en otros, halla una def;ciencia en serotonina (45). '



 Holmsen™ (44) y ccls, ha sido arbitrariswente dividido en custro etopas la 13

[y es

'beramﬁn de constituyentes plagueterios:

e Induchiﬁm interaceibn del agente inductor y la membmna glaguetaria que
provoca la iniacifbn del "release" Las plagquetas se vuelven "adherenteg" ¥ es po-
sible que éstas puedsn actuar como inductores de otras.

2, Transmisi6n intraplaquetarias es el paso del estimilo de la membrana a lag
- estructuras hrbraplaquetarias. i1 mecamsmo egs uesconocldo Y parece que cstfhe

1nﬂuen01ada por el AMP cfclico. S '

3. Activac:LGn del A‘I‘P asas produc,lendo la enerﬂia requerida para ld. libe-
ra016n. o '

4. Liberacién propiamente dicha, de substancizs especfficas en el medio ex chrs
celular, Aguf tendrfa un papel importente la irorbostenina,
Ea resumenr, el conlaclo de la sangre con superficies extrafias 6 la roturs

cular, da lugar a la adhesibn rlequetaria, "release" y agregacibn plametmu,

que con la trom'b:ma. peoducida por ek mecanismo de coagulaclﬁn nirinseca, dan lu-

gam al tap&n uemogt ticoe




Interelacifn plaguetas y ?aso§.

la fntima de los vasos es la oa?a directamente interecada y dentro de ella

la capa de micopolisachridos y vesfculos vistas por microspopio electréunico., lLa

composicibn quimica de esta cubierta endotelial mede variar con la composicibn
del plasma. El endoltelio reposa sobre la membrane nagalj sa cara externa pre-
senta conexiones estrechas con las fibres de colégeno subyacento. Las relaciones
>membrana nasal y coldgeno, no parecen ser solo anatémicas sino también qufmicas
(46). La tendencia actual es a considerar la membrrma basal compuesta yor colé-
geno poco polimeri zado;
wa plagaeta, como ya vefamos, enﬂ tarbiln unz cubierts de macopolisachri-
dos ,écmowlfavuado.
La interaccién Plaquetas vasos, depende de las propiedades hemodingmicas v de”

las propiedades de muperficie de las plagquetas e Intima vascular, Ia adhesibn de
lags plaguetas, no se produce a nivel de las c&lulas ezldotelialés, sino a nive

de las estracturas subendoteliales, membrana basal y colégeno, Cuando el collém
esté mis polimerizado, las plaquetas ge adhieren mfs., El mecaniscmo Intimo de u--
nién plaquetas coligeno, es desconocido, Las unibn es diferente de oiras adhesioas
mes agul el contacto ea més Intimo y no se requieren ni presescia de cationes
ve.le*')tea ni proteinag plasmfiticasg, Los mecanismos de adhesifén mon diferenten ¢ e
los de agregacmn, aurgue parece que el ADP enira en juego, no parece que sea ne-
cesarwmente ni Unico en egte proceso. Es independiente de la coagulacién y no
parecen intervenir&aotlvidades de los lisosomas porque avnque la prometazing eo-

~tabiliza laz membranas de éstos, €1 EDIA inhibidor de la fagocitenis, no tienc

efecto en este proceso, Born (47) cree que los fenfuenos de adhesidn de la natu-
ralevza de log cambios de superficie que producen fuerzas losbastante intensas
como para vencer la separacién de las plaquetas por las fuerzas elestrostiiicasn
¥y de desllzamento. Existe evidencia de una adbesifn inicial vfa "spikes" que ha
ria la repulsién electrostética bivglente; serfa 1n1c:1ada. vor el ADP y dependien—
te de la temperatura. En una segunda via la adhesifn por fuentes mol eculares, por
ejs fibrinbgeno plasmitico 8 glicoproteinss y también existe la evidencis que Cu-

rante el "release" las plaquetas estén tan cerca de la. repalgibu electrostitica
Apareoe eliminada. Este mismo autor cree que la adhesibn y la agregacién pueden
eer iniciadas por un. migmo mecanismo, la histamina es conocida por su poder de
f saparacitSn de . células intersticiales y que acelersg reversiblemente la apamcz&n




R =

de agregados; esto mede ser debido a un aumento de la difusibn de ADP 6 a colicsi
nes de las rlaquetas con las membranasv vasales,

El contacto rlaguectas-colégeno, 44 lugar al hinchamiento plaquetario ("Bwe-
11ing") y al "release" por liberacién antes mencionada.

"~ Uno de los factbres liverados es el ADP, La adicifn del factor Hageman activs
do, colégeno, juntamente con plaguetas y tromboplagtina tisular, puede generar tr
‘bina. , |

Para Wilner (48), estas reacciones son muy especIficas y dependen: la inte—
gracifn plaquetas colégeno de los gruros ariros de la lisina, mientras que la ao-
tivacibn del factor Hageman, depende dé log grupos carboxilos de los 4cidos gluts
micos ¥y asphriico de laz molécula de collgenos '

La adhegién es favorable en principioc.

Alganos antores hablan de las plagquetas como ¢&lulas mitricias del endotelio
del vaso. Log conceptos de que las rlagquetas tapen pequeiias aberturas en el endot
lio y que haya intercanbios con las células endoteliales no eg tan claro.

Bn experimentacién en conejos, no hay adhesibn con una dieta normal pero s
con dietas ricas en colesterol,esto miestra cono cambios plasmbticos varfan ests
relaciones plagquetas vasos. Se ha estudiado la capacidad de fagocitosis de las
rlagquetas frente a particulas de latex, en las que hay grandes alteraciones morfo
16gicas, con 1fpidos en las que hay pocas alteraciones morfovlégicas, particulas
de latex Y zZummaglobulinas gue aumenia la adhesifén y vidrio en gammaglobulina
que igualmente la sumenta. El vidrio con albdmina no tiene efécto pero of el fi.-
| brinfgeno, Las diferencias en los grasos de adsorcién de esta superficie, parece
gque dé'el grado de integracién plaquetarja con ellas. n la enfermedad de Wille-
brand, habrfa una falta de factor plasmitico que cubre normalmenie las plaguetas
que impedirfa la adhesifén (49).

Se gabe que en los vasos sanos los virus, los complejos antigeno-anticuerpo
¥y otras subgstancias, pueden provocar las mismas modificaciones sobre las plagques
tzs, dando lugar a adhésién ¥y a agregacién igual que con colégeno.

L




o adhesividad . gacisn. .

: . ocambios de densidad Optica del PRP son medidos como agregados plaguetarios 6 pla—
f vquetas ‘dispersas, Como 'mﬁﬁédo necesita lacpreparacifn de FRP con la posibilidad de
reooger una poblacibn selectiva de rlaguetas (55). Michos autores han dudado de 1

SEMIOLO{‘E A FL .b SLIRTART &

Muchosg tests han sido witilizados para estudiar las funciones laquetaries en
anigales, hombres sanos y enfermos. La falta de uniformidad en los términos emples
dos, ha creado confusifn. Casi todos los test utilizan las propiedades bisicas de
adhesividad-agregacitn, apé.rte de la valoracidn de factores, electroforesis e inm:
nologlae. - |

Adhesividad plaqueterin,

Concepto creado por Braune-teinezr Y Wright. Con este térmivo se desipgna la pro-
piedad de las plaquetas para pegarse a objetos extrafios. por ej. vidyio.

Podemos pedir la adhesividad in vitro e in vivo.

JAn_vitro, la adhesividad depende de la habilidad de las plaquedas a pegerse 2
superficies de vidrio y a of mismas; esto dltimo sefiala que las prucbas de adheci
vidad no miden solo esta propiedad gmino también la agregacibn. Se puede estudiar
en sangre entera, PRP 6 en suspendicnes placuetariass,exponiéadolas o un &rea star
dard de superficie de vidrio durente un ticupo dado, y efectuando conbacto anies
despuds es del vaso por esta superficie. El descenso en el mimero de plaquetas O
la medida directa de esia nimero, nos da el grado de adhesividad., El mitodo de
Wright del bulbe rotatorio y el de colummas con bolas de vidrio de Hellemy, han si-

do my usados,Modificaciones ds sstosn métodos y otros utilizando el mismo conce

"‘f
ke
ot
-5

han sido descritos con gran promulsibn. 51). Todos estos m&tod.os exigen la nece
de tener una columa muy bien standarizada y my preciso el tiempo de contactoy ¢
demfs gepende de la cuenta exacta plagquetaria; dando luger:-a errores. & material
ha de ser desechado de una medida a otra. _

Nosotros hemos utilizado el método de Preedding (52).

La téonica in_vivo, fue inducida por Borgrewinck y mide la diferencia en los

contajes plaguetarios en sangre obtenida de una herida en el antebrazo ¥ venosa,
aimltﬁneamté&ﬁo;;otrm la hemos utilizado con las modificaciones hechas por Garw

cfa San Miguel., (54).Con este método se mide el consumo de plaque'bac' causado por -

i Me@eién plaquetarig.

" Bs la propiedad &e'las'plaqueta.s de unirse entre sf y formar agrégados.. TLos -

validez de este método, no o'bstante creo que bien umado d4 una idea sobre Ias

.
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propzedades quiné: blbas plaqvﬂ‘%arla'%. 1 control de la temperatura y Ya automatiza~

cién de. 13 graf &ua, son dos 1mpor tanges jalones en el perfeccionsmiento de esta
téenioa. ' o ' o o N

E. método fue introducido por Born (56,57) y por O'Brien (58) y ligeras modifs
caciones por Guthportson y Mils que introducen la automatizacién de la gréfica.
Muchog test han sido usadog, cz.taremas el de Born, Breddin, Eastham, par ulag
de latex, ete. v .

heregacifn_con ADP. B

En 1960 Dallem describe un factor terwoestsble en 1oz hematios aue MET engral

la adbesividad agregacidén plaguetaria, Un afio mis tarde identifica por cromatozra-

ffa desenzimftica, que el factor R cs ¢l ADP. Se obtienen de los hematies 22 mi—

cle6tidos, pero solo dos, el ADP ¥ él difosfato de dioxiadenosing, fueron activos.
Mac Millan (60) en 1966, usando el mé&todo de Born, describe dos fases de la

agregacidn plaguetaria, una fase en todos los FRP prebados y dos solo en algunos.

‘la segunda fase, ocurrif con concentraciones de ADP de 2,5 % 10 Ma 8 x 107° M
con variaciones individuales vlasmiticss, La primers fase ce conmidera el resmli:
do directo de ls unién de las vlagusias al ADP y la segunda la liberacidn del AN

intraplaguetario,

Se han visto modificaciones de la agregacibn, por la concenirgeidn de ADP, ten
pei-a'bura, volumsn de meszcla, concentracién de calcio y otros factores plasmiticos
€l papel que estos factores plasmiticos juegan en la agregacién, requieren nfa es-
tadios. El fibrinbgeno parece Juega un papel imporitante sunque experimentalmente
se obitlen agregacién con plagetas lavadas (57).

‘A concentraciones débiles de ADP in vitro, la egregacifn es reversible y hay
ung desagregacibn esponténea qge es probablemente debida a la destruccién de aquél
pox unacenzima comoA})P—asa,qjae existe en el plasumf )3) Bztos enzimes parecen log
lizados en la sangre entera, en los leucocitos (61}. Otros antores~ creen que la
desagregacidn es por inhibidores competitivos del ADP;

Muchags hipltesis se han dade para el mecanismd de mccién del ADP en la Eigrega-

cibn plaquetaria, sin que hasta el momento esté aclarado, heszho que limita la com-
"prensién ¥y valoracifn de estas pruebas. Se han sugerido y solo las anunciaremos:
’ uﬁiﬁn del ADP con la membrana plaquetaria (62), con caleio y factor V formando me
tes interplaquetarias (6.3) sy con calcio y magnesio dando también lugar a puentes,
concalcic e hidrégeno como una reaccién en cadena (64), puentes de atromiosina_in;-
» .: traplaque»tarios (65) por adsorcién y cambios de la forma en las plaquetas (66}, co
jproteinaa de aupor ic:x.e plaquctaraa (67), camblos de la estructura rlaquetariayetc




Aunque no todoa los antéres estin de acl.erc’og parece gpen el cambio metahd~

colugeno, adrenalina, eto. actuarfan por intermedios del ADP (32)
_Holmsem (44) distingue dentro del pool plaquetario de ADP, tres compartimen-

toss a., pool metabblico que incorpors p32

¥ no participa en el "release™, b, poc
no metabblico, liberado por los inductores del "release" § ¢, pool no metabblico
que no estd en equilibrio con el (b).

El ADP extrinseco probiene en su casi totalidad de los hematies,

Durante estos ﬁltlmos arios han sido esludiados unamiliitud de substancias

inhiben la agregacifn. Someramente y en una clasificacién hipotética y parcial,

vamos & ver algunas de estas substancias. Los dividiremos dependientes de la fa-
se del "“release" en la que actua (43).
- Ae= Inhibidores de la induccién: Dentro de ellos hay inhibidores especificos

para ciertos inductores: adenosinas y substancias anélogas, derivades del gruyo
pirimido«pirimidina ¥y agentes antiadrenérgicOa e inhibidores de tode inductors
azentes quelantes del calcio, arﬁ1udna, guanidina y‘der1V¢dcv ¥y los preducios 6=
degradacibn del fibrinbgeno.

de— Tnhitidores de 1z tronsrisifne AMP clclico, activadores de 1a adenile
s

clasa (prostaglandinas E ) e inhibidores de las fosfodies sterasas (cafaina)-

Ce~ Inhibidores de 1a produceidén de energia. Inhibidores de la glucoligis

’

inhibidores de la fostorilacién oxidativa, inbibidores de los grupos -—SH, medicn

<

nentos antiinflamatorioa ¥y medicamentos antidepresivos.

D¢“ lBhibidores de la liberafidn de ALP en ek _medio eriracelular:i, Estabili--

zadores de membrana, medicamsntos antinilantorios, med¢camcntos antidepresivos vy
i se*oton*na, 2e heparina, 3, inhibidores de la trombostenina.




H a sido muy estudiada por Hamptony Mirchell (68) gus crson que es un bupn mé-

(8]

todo y dard mucha lus eobre la pateflisioclozfa placuctaria. Abremson, en 1920

[oh)
-

4

2

©

primero en reconocer gue las plaguctas estén corgadas ekectrongativunonte y ero im
portante pera que permaneaieran separadas. (69), ¥n 1958 Bangham introduce un ana

to capilar para medir lua moviiidad electroforética plaguetarial Con este aparato

se han medido los cambios inducides a la movilidad eleetvoforética, por substancia

como ADP,ATP, noradrenaling 1y colégono, etce Alguna entus substanclas rejuerian

4.
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cxterioe de la membrana ({O)

Fl factor 3=es prohao?mﬂente una lipoproteina por la cual las plaguetas contr:l

yon a la intoraccibn de lag proteinas plassdticas en la coasulacidn de 1a formacis:

O
3
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2
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stena Intrinseco transplaguetario. Mg vistz ila importancis on este sistonn

ror Bigzs y Dovu FoHopd eresn quo o las plagnotos olnouin
tens vormales el L le, BLote,n 68 5ol
vade al mfvimo, dispondibilidad de¢l fosflolinidos hace del Fuctor 1imit
sa de formaeidn de fibriha (72).
 Para la disponibilidad de estc Tuctor han 21ds usados ruchos m'etodoz: blowno
de Stypven,test de Bigge y Dovglas; wfiodo de Boli... ete.
Horowitz y Papaycancn han confirmado recicnieusnte que ol Lactor ol

es activado por ol ADP (73).
Los test de dispoaibilidad de fnoctor 3 son anormlaes en la enfermednd de Clan

wanm en ausencia de agregacidn de plagustas.
Factor 4.

~En el servicio de CO}guLnGlﬁﬂ que dirige el Trofesor Castillo, el Dr. Donmingo

ha- empleado el wétodo de Younsef y cols. gue se basa en la difereate actividad ant
henarirlca que presenta el PRP agregado en relacidn con PRP sin agresaer. Sotas diifc
- rencias dan valoradas el factor plaguetario 4 (74,?5).

Otros métodos han sido usados, el timupor de sangrfa, consumo de protambina y

retraoqién dal,coégulc, como medidad indirectos de las funcicnes plaquetarias.

_la»uet;sbm tromboszs.‘
. EI térmlno Trombosis in%ravascular engloba un gran ntmeroe de yrocesos pa00¢og1 -
'ioos y;debe aer considerado dﬁstlnto de la ‘coagulacién de la sangre.

Bﬁsicamenterunitrombo intravascular esté conpuesto de dos partes, una cabeza
blanca - compuesta funéﬂmentalmente de plaquetas, flhrina ¥y leucocitos y una do col:
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roja quo contiene hematies y fibrina, Hay gran veriedsd en las proporciones v ais
'yrlbuozén de los constituyoates dél trombo. :

!

i ool trombo arte erizl las p plagquetas con més abundantes gue en el trowio venos

trombo, fornado en la sanzre estancada estructuralmente os eguivalente z un cofie
gulo formado "in vitro! (76),

. To existe una téonic »a satislzctoria para reconccer un citado incipicnte de -
bosis en el trowbo. Hoy que resalear que a partir de 1a necrépsia no es poshblo

r?uOﬂ&ﬁruerOIO se origina el trombo.

levendenciags de la triada de Virohou ho fueron nin

STV, K R . | N m e - - .. ey <} - 2 :
(Hoy dfu estd fuora de dudas cue la agreracidn plaguetarvia es el necanisno is

dividual mds immortante en las irerbosis ard borind (77).

los procesos de irombosis y hemostzsig son similaras v oon ellos M
portante pupel les placvetas. Se han estudiads wucho das hooaonregions poy Abfic
de factoren, poro no las tromboziz (10).

Las 3 Lo del tronbo ¥ sohre todn el estinilo
son 108 fie low e QIO

prosupuesto &l dario vascular. {(Joncs 1851, Aizncsare

¥y Mitehell (79) haciendo estudics ¢ coneios domosireron

l’i{Tf—)f{,uJ.ac;u SO i‘!‘&,oﬁ’.salﬁ'iaﬁ sorges eohiimlor la Toruncién da L
les peguelios. Sugirieran qua la ; artericl Ilihoraric

dades similares a ADP v ATP. French y colp. con ectudios
yomtiraron que lad plaguebas adhioren a las aperturas enire las edlulas endobelis
les en el veso dafizdo.(50),

Sin embargo, se pueden formar trozbos son dofios endotelieles procentibloes
b & g

El proceso inlicial en estos casos os también ol agregado plaguetario,

Swyer y cols. usando cstimulos cléotricos rroducen Tronbes en avscncla de
bios morfolégicos en el cndotolioc. Bl significado de este cxpoerimento no estd
claro (82),

Alfols y'ools. introdujeron un métode de formacibn de troubbs Minvivo" en and
malcs de expE rlmenta016n usando un rayo biclaser. Han obtenido efectos reproduci
bles y el método es utilizado para el estﬁdio de agentes antiagregacutes plaguo- |

tarzoa.

H ay evide ncias— que los enfermos predl spuestos a tromboembolias tienen una
auperV1ve1u1a plaquetarla lzmitada ¥y uw "fur mover" plaquetquo més elevado que

»:,los sujetos oontrol. El tahaoo aumenta ek rendimiento de cetcolamina, epinefiina
’.afbcta la Punoién plaquetarla 1n vzvo, dnsmznulda la supnrvzven01a plagquetaria

" aumenta eibtnrnovarQ



caaﬁcimientos recieﬁtés hoblan de 1a respaesta primere = las lesloncs del agre-
£ado vaso de lz wnibn de leucocitos al endotelio (84). Se formarfa un agregado
1eucbpléquetario gque se adnite como reversoble. Las substancias gue sunmentan la
agregacibn vlaguetaris acenivan esta respuesta lencoplaquetaria, aunque en algunc
cg80s ge fOTIu agregedo morlivo de hematies que debe congiderarse como un tipo de
) tronbo. .

Ia formacibn de sueddpodosy y otros morfolbégicos en las placuetas 'in vivo',
parecen ge artefactos pvor las maniobras preparatorias para un estudio en el mi-
nrosconio electrénico,

La relacidn plagueteas y cosgulaciln de la sangre, parece imporiante en algun

trombosise Trec tivyos de mecanismo hey entre ellsgsa)los cfoctos de la sangre als
terads alredédor deol pgregadc Plaouetario, 2) los factores de coagulacidn adsorn:
do en la membrana y 3) la malla de lipoproieinas del agresado plaguetsrio gprovs
chados para la reacceibn de coagulacidén.

;

- ILa funcidn anormol de las plaguetas se ha demostrado frecuentemente en log 4

sbrienes tromboenbblicos,

Wright (1942) 1lamb 1a atercidn de estos procesos en el post-cperaiorio y mu
asociacibn era mivima en el décimo dfs del post—operatorio hablerdo un mumsnto ©
ralelo de la adhesividad plequetario (Fg)
 Ymnons y Mitchel emtudiando 15 agregscibn con ADP es mévima en el décime dfe
postmoperator'o viviendo a niveles postoperatorios al cabo de uhi mese Hellen de-
mogtrd que la agregacidn segdfe lo ndsnms curva anterior usando smangre entery ¥
PRP; Bstos cambios en adhesividad ¥ agregacibn {usron interpretados los del 192 ¥

29 ﬁfa debidos a los carnbios en log hematies y del 32 al 10¢ dfa a la trombocito-

‘sis postéperatoria (86).
v' Negus y cols. encontraron estos sumentos de adhesividad y agregacién el pos%-

vbperatorao pero no habfa cambios significativos entre los pacientes que hagfan 2
trombo«is venosas ¥y loz que no. (87).

) Shanper no ha confirmado en 1968, los caubios de fluncibn plaquetaria en el

inpostuoperatorlo ¥ parte.

J Prombosis venosas han 31do demostradas en enfermos en los que la adhegividad
» >p&aquetaria estaba aumentada (88,89)

o o Estudioa en enfermos con isuficiencia coronaria han dado resultados diferen— :
’ ; wtes. Aumentos de adhe ividad han sido encodtrados usando la técnica de Wright cm‘
":angre entera, ‘con técnlca de adhesividad al vidrio (90). Incrementos en la agre.
”“gacidn con ATP ha sido demOAtrado por Mésterl. Sin embargo Eisen y Stomorken (55
no han‘jodido confirmar estos resultados. Zshavi y Dreykas describen difermocias’
b»en'1a agregaci6n con AEP entre enfermos con infartos y controles normales:




fe— Flevacién inicial en 1a D.O. no estuvo presente.

,‘2.? .Agregaciéﬁ ‘pla,quetaria que prmevé inmedistamenie,
3o~ Agregacibn plagueturiz fue 1z nfs larga en duracifn y mfs grande en extensifn.
4o la desagregacién fue minima 6 esiubo auzsente.

Sjlgrens y cols. sin embargo, no cncontraron diferencias entre enfermos con #
farto y sujesos normales. Rosner (92) aumenta la adhesividad al mdmo en infarte
y tiende a normalizarse la cuarta semana (93).

Molten, Horliak y Marphy y Mg stard encuceniran diferenciss significativas en e

fermedades vasculares periféricas {94, 95./(;@

Foplawisky encuentre adhenividad STV TN ST AR S S ST R e)
riel., Ellos proponfan gue serfon substancing veroactivas circulantes las que i
yeran la adhegividad y agregacilo plaquetaria (57).

Dante en 1970, demoetrs que lu contidad de AXP necenoric hara vrovocar la g
gacibn plaguetarin en enfermos vasculares, {ue significativemente menor, que en o«
troles, Bn un 29 grupo tratado con Tipiridencl la diferencia no fue ovidente. Core

cluy6 qué la fu.ciln anormal de las vlaquetsan se norvalizaba en alguncs enfermon

cerebrovascularas, (98)

Trea factores difcerencian la irombogis arterial de 1la vencsa: 1. el dufio vesz
lar es menos importante on las venosas, s el sistema venoss es un cisters de co-
rriente lents sin embargo, en el & ial &5 way réplda, 3. en el trombo venosmo, 1
fibrina es el componente wmfg importante, FParcce inconirobersivle gue la trombozis

o]

venosa depende de la coag}.laéiﬁn de la sangre y ami parece gae es donde entre cn St

Juego el‘ concepto de hipercoagulabilidad,

- Antores piensan cque las trombosis en el colapsoc periffrico 8 la isauenia cguds
muede iniciarse por la accibn de endotoxinas bacterianas. Exverimentalmente en o
nejos se producen trombosis masivas por prepsrados murificados de endotoxinag de
E. Coli.

_Conger-trombosis:  Tos posibles mecanismos son: 1. Invasitn neoplistica de ra

red vasculary pero no explica tronmbosis a distancia, 2. Agregados plaquetarios sob
células neoypifsticas pegadas a endotelio vasculer, 3, Intensificacién de coagulaci

intrav'aSOular crénica y subelinica, 4. Fnhdocarditis trombética no bacteriana.Igua~

:
1
:
:

les mecanismos se simplifican en las trombosis venosas migratorias para neoplérics i

(99,100)e D - .

B flujo de san@'e es importante en la produccién de trombosis, Variasciones en

el flujo es un factor patogenético én las trombosis y sobre todo en el crecimiento
subgiguiente una vez iniciado el proceso, Banmgartner en 197t sefiala que los factos
res reolégicon como velocidad de flujo y la presencie en plaquetas juegan un impon

tan‘té} ’Apapell en 1s adhesién piathetaria. La presencia de plaquetas de colagemasa y

Al




materlales sensibles a tr*pnna aumentan la adhesién. Hstos estudios loe hizo in
vo @ in »¢tr0.

’

Cani todos los estudios mgieren que 01 &xtas i.>

t3
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vor =% s0lo no wede iniciaw
mm.. tromhos 13. A yertir de los da.hos neoifgicos, se supone-que en fuiasis favore-
ce el crecimiento del trowbo en la fase plasmdticn. Tambidn por lb6gica los factor
de la cozgulacién se enconirarfan y podrfan activarse unos a otrso hagta producir
la reaccifn en cadena de la coagalaé‘iﬁn. Fg menos claro el gue se neutralizarfs

los inhibidores circulantes y se evitarfsa su aclarariento por el hy zado,

Plaguetas v Arterioesclercsisa.,

I o Atk e end
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arierias caracterizada por la combinacién de gog iesiones fundnronts
picas: la placa atcromatosa constituida é6 depdsites lirfdicos vy ol espesaric s
11 br050. (Lenegre} (101).

. Daguid eree que el primer catudio serfa la constitucién de microtmorbos
less fibrino substancia, trialina, colégeno y fibras elfsiicas (102),

Yarece encontrado el papel de 1fpidos v plaguetns en la arteriocesclercsic,

quemo ax conocido es el factor 6 factoras de = Joc

tracidn vy ormponto poetond

 Hey numercgos esthidios suscentibles a comrlicaciones de entermelades was

ress Moelonugld, Horlicly Evone e Irvine,.etc, Se he derosiyedo en las srboris

F

rogls, rela.c,,_én entre el furnover y supervivencia rlaguictaria v las complicscion
Pa,rece que el turnover y supervivencia reflejan la carzcidad ce los plagietos
inferactar con los estfmulos gue producen la an*egu“.éu., ¥o.Donald y Bdgill
tran que en mijetos com dictas pobszes en grasss disminuyen la adheszivided olamws
taria (104).
‘ Los &cidos grasos producen agreg gacibn plagquetaria cuando la concentracibn de

log saturados de larga cadena excede la capacidad de atar de la 2lU%mina bunara.

- la integracifn plaquelas-leucocitos con lacpared del vaso puede en &reas de
disturbias de flujo a cambios en la permegbilidad incrementdndola. Este increment
mede seguirse de la acumulacién local de beta lipoproteinas, como se vé en 1es
primeros estadios de la arterioesclerosis (105).

_Entre. los factores asociados a enfermedades arterioescléroticas en el hombre

lb;s hiperliiaenﬁas hereditatias 6 adquiridad, la hiper T.4A, y la diabetes estén en
pnmer plano. o .

~ .. La primers lesién artemoesclerd'blca ha de ser oonolderada como lesién lepbsi
b’.;:(106) Kerr y cols. han podldo demosirar la accifén estinulentie de los 4cidos gra-

808 de larga cadena sobre la agregacifn plaguetaria, asf como la de diferentes fo

',lip:tdos mr 1ficados, Reciantements ‘se ha observado que las beta 11poprote_nas




anneni:zm la cagacj.dade agregante (107) del ADP y trombina. Este efecto podrfa ew—
plicar 1a frecuencia de trou bosisg en arterlioesclercais con tasa de beta 1iponrotes

nas,.los. quﬂom] crones aumﬁr”:m Min viiro™ lg agrep'am én plaquetberia sol

§3
=
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e
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centrzciones elevadas, 10 que hace dudar de la rosibilidad de efectos ™

Otros autores han contrastodo la relacifn entre tass de trd glicéridos y F;.m;féf;:i.viw

a

dad en hiperlipenminpg, Parece que la longitud de cadena dsl Zci dor; graso seg un Lf:
tor importante (108)
Estd bien demoptrado que plaquetas y leucocitos camsan dafios focales en lag

aortas de conejo {109).

o orlermos ariericsselerSiicos la motilidas cleciroioreiics i
enoon*i;mda des sigual ¥y ereyeron ver un rasgo ocuraramte debide o o

Plagma mis que a las plagquetas mismas. (Hempton (110) 3 Mitchell). Esie cuslida?

slectroforéiica fue demostrada pars ¢l ADD y no pare la noradrenalina. Holton

by

n

cols. (111) sugirieron la posibilidad de un factor 't:r-a.n ferivie que cavsaron el
aumento de sengibilidad- a ADF con dos componentes, unz lipopmoteins de Lo dey

dad (wimilar a lecitina) y un componante higbsl gee sexda un cozing @re converbird

Vil ey e a ey S e
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e

s locitina en 1lisoleci tiva.

tericesclerdticos inducida por

clara. Esla anormelidad fue encontrada tembién en enfermos con esclerosis

Turpic y cols. demostraron un incremento de la sensibilidad sl A A\ TP en accid
agudos y un aumento disociado en pacientes arterioverclerdtico (112).
Hay estudios en los que la infudidn de ADP en cerdos producen lesic
miocérdicas § circulacibn colateral. Junto a estos eutudios en lo
cales de agregados plaguetarios inducidos por ADP mede causar vasculiiis ( 1‘!3%
Rayle y Batler han demostrado que lg batagzolidina y cortisons y no el 4cido

acetilsialicico, inhibe el desarrollo de arterioesclercsis en conejos alincntados

con yema de huevo. Parece que egtos componentes ejercen su principal accién scbre
las plaguetas (114).

Recientemente Colien y McCowbs han dado a conocer en el conejo la trombocitosis
rromieve la aparicién de artericesclerosis mientras que la $rombocitoperia inhibe
&g desarroll 0. » ) ‘

- Plaquetas y Diabetes. D . B
B algunos diabéticos parece bien demostrado el aumemto de adhesividadw in viv

~ e in vitro, Hellen y cosl. han investigado 70 enfermos usando el tegt de columa -
e de bolas de vidrio con sangre entera y FRP afiadiendo ADP, La adhedividad plaquetar
s , :en sangre total fue normal, pero estaba aumentada utilizando PRP en los pacientes

’ :ﬁ”f,que requerian 1nsu1ina. El mi smo incremento se vié en enfermos con cemplicacionésg




néfrdpé,tia, héuropatia, ‘retinopatia y vasculopatla periféricos. No enconiraron
correlacifn entre la athesividad y las dosis de insulinam colesterolemia y gli-
cemia (115). S : § .

La.presencia de glucosa in vitro disminuye las funciones plaquetarias y pro-

longs su vigbilidad(116). Se presume que su mecarisno de accién es a través de

lz sintesis y fosforilizacién del ATP. Otros antores obtiemen estos datos in vi

pero sf en diabfticos desmués de darles 50 gr. de glucosa (117).‘

Anovulatorio,
O vt e

Es un hecho ¢lfnico la frecuencin avmentads de sceidentes trorboerw

Bl . A e IR 2SN . e inh oy s aese e s - . ra 3 Py 3
4w i e A Ay s d R LI S PP e cewtin o I e N T
Lo L jercq Gue TOLA aniiCunciii.Viug, 07 eatudios extadis 1iCos

=

que ol riesgo de padecer tromwboembolia MidiopStica™ en mujeres con enticor
vos en EE,UU, es de? /206{), en Francia rarece mayor 1 / 1000, enfrente del

de las que no los toman (118).

¢

Parece comprobado que el riesgo es mavor cuanto més alis es la rrovoreibn de

estréngenos y que se deberfan retirar del mercade productos de mds de 50 micras

.1 NS P
s¢ UesCLLs ].(':i RS VG R R4 ]

gr. de estrlgmeo, Pero esto no es todo, recientemanic

ry . -

\ - 4 K A e " F . A 2 T A e s~ e e e e et
de 1n cardiida motefrica en una majer de 28 &fios, ‘onands uwe tesbon

conceptivo contimie con aceiato de elormslidona, que es un Lo

FPor otra varte ge han cstudiade los efectosn metabdlicos de eniown

.

Yy estén comprobados, trastornos en el metabolsimo de los 1frides e hidvatos
« y

carbono, aumentos de hierro, cobre, hidrocoriisona, liroxina,
mento de transaminasss y vetencifn de la S,B.F. fumento de loo
¥y fibrindgeno.

Son respecio a las plaquelas incremcnios en ta adhesividad estfa counrobados

(120)e También los resuliado son digcordantes, pero parecce ser que la sgregacilbn

plaguetaria aumenta con el ADP, esta irrcversi¥ilidad aumentada al AP ce croe
debida a cambios lipfdicos, concretamente para algunos al aumento de una lesitine
proteina de baja densidad. (121).

Begin Jick y cols. la incidencia de trombosis venosas serfa menor en las nuj

‘res del grupo 0, sin poder explicarse el hecho (122).
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HIPERCOATUIABILIDAD

Teoricamente todos los médicos hablamos de hipercoagulebilidad. ¥l conceptic
que encierra este término no es claro, para algunos es un esgtado.clinico, g. €j.
Castillo, lo define como "estado en la formacibn del codgulo estd mis favorecida
que los normal 6 su lisis estd inhibida 6 que ocurren ambas comas a la vez"(123)

para otros como Dukert y Strenli, seris ™n estados em que los productos actives

é intermedizrios o vovntes en la sengre normeliente se encueniran en

travascular 6 sean liberados & partir de los tejides (124) y vara otros

serie corta & larga de pruebas de laboratorio las que dacfan el sfndrome de
coagulabilidad.

Hemos de decir gue creemos ez un concepto itotalmente subhjetivo y may dif
de definir en la actualidad por la: pruebas de laboratorio.

1a idan‘i;ificac:i.dﬁ de cads nuevo Tactor de coagulacidn, ha side Jucto con
peranza de bhallarlo en ecitos enferios que sabjetivamente creemos ticnen hiperoo-
labilidad. Iymalmente ha ocurrido con la muesta a wnto de las pruebhas funciona
plaquetarias,

La hipercoagulabilidad se ha relacionado como causa de trombosic, No estéd e _

suelto si ez la causa 6 el regultado de las troubosis. Sin embarco, hay aue pe

i-x

como dice Castillo, que si 1la hipercoagulabilidad no es el factor mis importor

de la fbrumacién de trombos, sf es ¢l més accesible a la terapSutica ( 123).
; Argumentos en pro y en contra de la reladibn hipercoagulabilidad/trombosis
hay muchos y variados. V

- Para Castillo el diagnbstico de hipercoaguiabilidad vendria dado por el -estuds
ge adhegividad y agregacién plaquetaria, tromboelastrograms ami-~an2, tiempo de cod
gulacibn en vidrio siliconado, test de tolerancia la heparina in vivo y test dez 1éi
resistencia a la heparina in vitro, |

¥uchos han sido los intentos de probar hipercoagulabilidad sistemica hasta zhd

v - ra parecen estérilesy faltan estudios para probar hipercoagulabilidades locales.
S Retrospectivamentdpodemos saber si se ha formado trombo por el hallazgo de produc

“tos circulantes de la degradacién de la fibima.

Nuevas técnicas como la dosificacién de productos de degradacién del fibrinbge
no wya presencia en sangre es una evidencia de la elgboracibn de trombina, e in-
R éipienté 8 iadelantada foruacibn ‘de fikrina. B la presencia de concentraciones aps

'piadaa de wlfato de protonina, lcs complejos son encontrados discciados, rewltaz}




do en la. formaclén de' f‘l’bmna. Esta coenzlmétmca i‘ormaclén de. i‘lbmna, ha sido
bien llamada para coagula.c.;on. El tests de diluciones de sulfato de proteonina
“(sD28),

presenta un slmnle, uens:Lble y especifma prueba pvara los derivados dei fibrind-

-

-ferﬁncla. los menﬁmeroa de fibrina de los complejos., Para V. mrew:ch Tes

geno que son milcatlvoa de uI‘O"!bOSiS. Aparece dnvariablemente vositivo en CID,
'tromboem‘bohsmo mlmonar y usualmente positivo en las trombosm de zonas rofun-
d.aSu

Ya Farreras en 1958 decia gue no Iagr rruebhas que detectan hipercoagulabilid
y cuando la, dﬂ‘hef‘tan ":Ln vitro" cen f‘recue-v cia dejs de registrarss una meyor a
duidad en ia su:;ta;c‘ar:'a.c:c:i{m cifnice de les wrombosis (157

f;v‘I'ambién se ha relacionado este estado hiperceasulable con la arteriosscloro-

sié, gobre todo a través de las plagquetcs como exmisimos antes.




LIPITOS

PROPIEDADES FISICOGQUIMICAS DE LOS LIPIDOS.

Ia propiedad ffsicoquimica m#s importante en los 1fpidos es la solubilidad.
los 1fpidos son insolubles en agua y solubles en disolventes orginigos. HEllc
sin embargo, presenta ciertas excepciones, por cuanto, por un lado la glicerina

'y algunos fcidos orginicos son solubles en agua y por otro lado, no todos los 11

‘pidos. son soluvles en todos los disolventes orginicos, algunos son insolubles, ¢
tros molubles en acetona y en &ter y finalmente un tércer grupo no son solubleg
en 8ter., Eate es precisamente el método idéneo para separar pezclas de lfpidos,
su distinta solubilidad en los disolventes.

Las proviedades fisicoquimicas de los glicéridos dependen Tundamentalmente ¢
los 4cidos grasos que los constituyen, asf log aceites vegstales, con 1Tquido ¢
poseer dcidos desaturados, en tanto log grasos animales son éélidOS a temporatiny
ambiente debido a log Acidos grasor saturados, como palmitico y estefrico.

Para el eétudio de las propiedades fisicoguimicas de una grasa se emplean w
serie de Indices.

Ingice de iodo_se express como el peso del iodo, en gramos fijades por 100
1fcidos, es tdndo en relscidn con el nimers de dobles enlaces pregentes en las

denas de 8cides grasos de los linidos.

<

o

L - PR [ o
funciones sinwles

Bl Ingice de asetilo oztd en relaciln con lss

o,

tar presenres en las cadenas de &cidoz grasos,
Tratando una grasa con solucifn alcBholica de hidrdxido potdsico calentado ;
un refrigerante a reflujo, de libersn l¢s §eidos grasoy y conmbinando con el alecg

18 forman jabones,

e saponificacidn es fanto mids pequeno en oumnto n

yor gea el pesowolecular de los 4cidos grasos. Proyporciona vor tanto, esie fndl

ot

una indicacién sobre la longitud media de las cadenas integrantea,

BLs Yoy, T e - » I g ~ ey
QLU L LOnOTOoLOon Jdn gCLnlinn

en una soluclén de 1fpidos.
Refiriéndose a los problemas fisicoquimicos en los 1fpidos orgdnicog intere

precisar dos aspectom distintos: la extraccifn total y fraccionada y posteriorm

to 1g hidréiisis y el andlisis de los constituyentes,
CANALISIS DB LIPIDOS.

'.Losaliyidos.se,yreSemtan en la materia vive bajo formas diversas, en ocasgio

.nes en forma libre, c¢omo las inclusicies de tejido adiposo, pero la mayorla de
‘veces estin wfs § menos liggdas a las rotelnas 8 gliicidos conctituyendo elemen
~ celulares diversos (membranas, cromosomas, mitocondriss, etc) In estos casos sud

" propiedades de solubilidad son modificadas, aajfnor ej. no se consigue extraer




“1fquido en el suero con disolvenies no polares 6 poco polares, como &ter de petrd-®
leo,;étar‘etilico;y c;qrqfarmo, en cambio se consigue pertectamente, =i =e mezcla
éste digolvente con une polar, 6 sea, sucroe disol. polar, soluble en agua con mo—
tanol;vé etaholyﬁhvgeneral por tanto, conviene efectuar laz extraccidn de los 18-
pldos, mezclar los dos tipos de disolventes, les nds usados con &ter-etancl 6 wme;
cloroformo-metanol (2/1 6 1/1)s

A~ Fl primer paso jora efectuar cuando interesa hacer una extrsceibn de teji?

do orgénico, ds la destruccién de este tejido, que puede reazlizarse nmediante un

mogenizador poniendo en contacto el tejido con el agente extractor(cloroformo«mem

tanol) 2:1) ¥ e

- .- o A Fm v ey oo Y an
rayendo las estructuras cel

suldados el empleo de criostuto, que produce unag deshidretscion del tejido y wm

{
o~

te cortas de 20 mn, se coloca el tejide sobre el portaobjetos, ahadiendo una cd-
cima de mmn. de cloroformo-metanol encima, se consigue una exitraccifn bamtant
portente. Este mftocdo de gran importanciaz clinics se emples vara el esiudi
los 1fpidos cerebrales.

Be- Conseguida lavextraccién con unos disolventes aproviados, cuando se.e
ante la mezcla de 1fpidos desconodida, . se wede fracclonay de acucrdv coit
bilidad, lo gue permite rounir a log lipidom en tres grapos. .

a) Log 1fvidos solubles en acetona, ceowprenden: glicéridos, esiéridosy cfrid
fcidos y alcoholes grasos y esteroles.

b) Liridos insolubles en acetona pero solubles en 8ter, de los cualeeg medsn
digtinguirse dog gruypos: un pfimer grupo soluble en etanol (cefalina} ¥ Uil Sl
do gmipo insoluble en alcchol que cemprende fosfatidilinositel, glioermfosfﬁﬁidssv

s) Ifpidos insolubles en &ier, comprende las esfingomielinas y los cerebrbui~

dos que pueden separarse entre si mediante el &cidos scélico glacial caliente, o
e g :

el que ge precipitan los cerebr6sidos y permanecen en solucién las esfingomielir

d) Une vez extraidos y fraccionados los 1fpidos de un tejido biolégico inter
sa proceder a su andlisis procediendo en primer lugar a la hidrolisis con objeto
de analizar cada uno de los componentes de una fraccidn delerminada.

LOS hidrolizados de los lIpidos se dividen en tres grandes grupos:

1, Acidos grasos solubles en sgua en medio alcalino, (en medio fcides son ins
lubles), de donde se los extrae con &ter.

' 2, La fraccibn llamada insaponificable que es insoluble en agua en medio alca
lino y goluble en éter etllico 6 &ter de petréleo comprende: alcoholes grasos, ﬁl
dehidpg,;esﬁerples y esfingosina, Finalmente, la fraccién hidrosoluble que compre.
de glicerol, #cido fosférico, coline, aminoetanol, glicidos, inositol y aminocdci-

: :> ; dQB.‘ :ﬁ;'b
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METABOLISMO DE 1O0S IIPIDOS.

Este es uno de los c,apf tules nds interesentes y més comy 1evo~ de la bis

de los lipidos, Vaios a dosarrollarlo sucintasonde puesto gue no serfa aproricic |
teniendo en cucnta el tipe de trabajo, hacerlc extensancnte. For olra parie, evec

nos gue es un aspocto funcdarentel a itratar para comprender mucnoﬁ agpectos Ge Lo

patologia de lag dislipenias y sus posibles relaciones con las t ichag plaguet
rias
a) Dicostidn v

fosfoliridos y colesterol. Los tricliclrides cstdn csto
tico (016) ¥ ostedrico (C 8) ¥ en nenor proorck
leieo (C hz)a

Bn el extbmage préciicamente no cxisuc la digestidn de los iizidos, por ic o

la mayor porte de elleos mpasan &l duodeno sin dufrir ningtn procesc.illi tienay

luger la 2rruisidn, cwros componsitos

L o i,

= 2 " Fumm e )
foidoes IONOLER 5O, 88

St A

Lo enuloidn o lan FieA

le lug del dndtestine pore la accidfn de la 1i

la nucosa Aso:r' ia livasa intesting.

sicnadag en la luz del intestino, es ur‘;s,'e:,:’to*‘:;u

triglicérivos hagta foraar dcidon greses y o

L‘J

atacados wor la lipsse, Ducilmonic pucden b
westo gue el enlace éstor es de tojo nivel energitico (DaVi

Lo hidrolisis de los 3 o 053,zcémdo., ruede tener lugar dentro do log

de la mucosa, que couticne en el microsomz una lipses que hidrolize, aderds
triglictridos de cadena corta.

~ En el péncreas se produce adends una lecitinzsa 4 que actée mobre los fosit-
nli’.pidos 1rk,er1&oo y produce lisolecitina que sze adsorbe,
| A mealdd que progresa la hidrelisis, loo maoglicéridos y los deidos rrascs

lmbre... forr:'a.n una solueidn nuclear con selcs biliares. Los micelas vor el hocho

fde ser llpcosolubl s, bueden renetrer en las fase lididice de la mombrana celua
" Bn el rﬁlemor de las células de la nuccza los mogoglicérides son hidroldcae

dos :por 11pasa intost:.ﬁa_ form..m.o doidos grasos libres y glicerina.

En 1as-s células de la mucosa mbes.tlna} los productos de la digestién grasy.

:adsorbldos, como sone gllcerol, écldos gra."-‘os 1:.bres ¥ lisclecitina, sufren prc
. ’voesos 'metabﬁ

.*cos de resintegis Y numerosos _intercambios entre sf, catalizados

,enzma;s ,s:;tnados qn 1q‘s microsomas del retfculo andoplasnét:‘;co, produciérdose




nyevos triglicéridos'y fbsfblipidos que atravesando las células por el citzdo rots)

culo 86 conglomeran en gotitas liamanas uilomicreies de Oyt 2 3,4 ml. de didmew— |
2. 8¢ q

tre guo wen por la linte., Botos guilomicrones conticnen 89-930 do trislicéridos

: Qriiontioronss o $

5,80 de fosfolipi ides, 07-1,57 de colesterol, 1,7l de &cidos gresos libres, 0,5 ar

proteinas. (DAVETRORT).

La maycr parte de los dcidos grasos de cadena corta y de cadena mediana y wne

parte de colestercl, son derivados & la sangre de la vena prorta, -
toa guilcmicroncs, llacados -tagbién particules exégeras, var a los inftiicor

intestinales y vosteriormente al contucte torfeico. Son hlurO}ié‘ dos en iaégs of8lu

las dueteiido zdinonos, hiredo, corazﬁﬁ v ootrss Srqarcs v lan grecoca otdan it
vendrdn en la resistencia de otros ésieres on ol interior de la cbélula.

céridor de procedencia oo

A

In el plasmz hugane, edends de los tri
(particulas oxboe ('}, existen otros sintetizados Dr-zclz almente en el b
mostrable por cuanto un sujeto en ayunas vuede hallerse concentracicnes de irirs
céridos de procedencia exbgena gue oscilan entre 10-15C mg. nor 100 ml. Ast cono ?
los triglieSridos de precedoncia exbptna van lig&é‘ﬁ a los guilonicroncs, los sih-
tetizados en lo céluvla hepdtica van wehia '

it
teina, Las peartlculos enddnrenus® aﬁi cren de

[

origen ¥ las propicdades ffsicas,
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rol, fosfolipidos y triglicéridos
Usuelnente de 100-500 me do colestonol

alimentidia a los que hay que afiadir otro gramo de esterol readschbbidos pov i
1

'€
D‘
s
(ﬁ
-

intestinal precedentes de la seorecidn biliar. Tento el coleoabsrel ¢

endégeno, cs hab:tuulmcnue vravsportado de tejido a tejide en fornse de alia

talipoproteinzs. Bxiste un rd'ido 1ntercambzo de colestercl libre entre lco trans-
portes de los tejidos, especialmente entrec plesma, hi Igado, hemaiies y pera algare
en plaguetas.

En cﬁanto a los fosfolipicdes, los mds importontes en el suerc son: la fosfaii
dllool¢na y esfing omlellna, extas moléculasw tienen el transporte espsciiico de
écldos grasos entre ‘tejidos. A

Los dcidos grasos lilbres, cuyas concentraciones Plagm&thuu oscilan entre 0,3

¥ 0,7 mug/i de plasma, ven ligades a la albimina. Son una piedra fundamcrtal en

1.d~n&mlco metabolsimo lipidico y proceden del tejido adiposo subcuténeo, las proce-|

dencias de quilomicrones(via 1nte%1nal), llpoprotelnas(células hepdticas) y deidc

’”{ grasoB llbres (célula adipose) .

- . Como resumen de esie apartado, una sinopsis de la forma como van vehioulizados
| :".,,,.b,;._las fraociones llnidi cos del suoxo (Segﬁn BOBERG y cmsmﬂ |




FORMA. /! . . . . wWomeRE  TRocEDT

Bmleibn - A ‘Quilomicrones ' F&G&"ma
Complajo macromélecular ~  Iipoproteinas ¥ s, Fdbgens,

ld gndo a.v;é.lbximina o - .. . .-w.  hcidos graszos iibres . Endbgenn

b) Hetabolismo de los ‘oa,doo oresos ' .

Gataboli ismo.

Ios fcidos grasos se catabolizan en la moticondria principalments por oxidacién

siemdo una de lag substanciess més importantes profucidas, el azcetil foA, oue se for

ra  en ;iel curae de una serie de rezociones que vamos g csqueiptizar.

3

Ia primera fracciln consiste en la

3
i

forrzeldn de un tioester de vn &cido giass 2

reaccionar €ste con Cod, en la reaccién participa ATP

cos para fcidos grasos de determinada longitud de ca

R = CH, = CH, = CH, = COOH + ATP + Cok R~ CH, = CH, = O, = G0 ~ Cof +

2
+ AMP 4+ PAP

Ia segunda rvacc.x.é*z consichie en ung doshmrormmm_oﬂ antaiizads porp

tasa.

. T N . L . v

R - -crrz - 015{2 - CH, = €O = COA + FAD ommme R = O, = CIf w CF - €O =

2

fa tercera roacci 6 que se produce en vna bets deshidratocifn catelizods b

E’ml: Co.!; }11 Gra,mm.».
H,0 o g o)

o O e CO - (04 O w;z o G0 w On4

A contimupeiba se produce una duaphic cem forracidén de un

cba cr*:b nico enlslira e boelo~hi] lemvidrogenacidn

-

oraesho ’bcﬁu eatdnico catalivn una beto-hidroriacil-Col o

coenzimg HAD,
’ i
~ O {: Iooae GO - GoA + WAL

R - CF

T Q1 “le, reacolln dz 13 cadeny on Ung He0l

2ado pox- una ba‘a&—catoah JoA ¥ un tioegter Jde un &oido grast con 2B COVUONROE

L

| que el eriginale
: Pl o .
R - GHZ Gom (TE,)*.»..'G@*..‘. Uok + Cok

‘R~ CH, = G0 - Cok + o#-:;j — 30 - foh
[es

EI tloeqter ci»i 593 do graso res Wtante ve a2 sufrir moovanente tolng

)
ou
@

,,’ca cesder o*roa Jos Oai‘bOz"cs'; ha 101'*"‘@ otre mueva moldoula

e be‘hancncmclﬁn TQ.J fcidos gJ nEos de nﬁmﬁro rar de Atomos do carhono

e degmdan kasta ormar rol éc:ula ‘de Acet 11!30“ Ectes molboulas eden sogir dou

ir nos meta“nélicos 6 'b1 en promzcmvx:?c energ,i sigaiendo el c;c]o de Krebs, 8 bien




' »w»;fcede esenciclmente del metabolismo de los glécidos y aminofeidos gluecogénicos, For

paritcapar med:.ante rcacczones de transaoetzlacién de s:\tnteem de otros commestos..
- Debido a 13 acumlnclm de Pequenas cartz.d des, de AcetilCol, colatoralmente se con

" _ densan 2 moléwlas seg&n la s_gulentc Te acc.;,dm

2 AcetilCol ‘.‘......._-...,..-.......'a.:.........-. AxetoacetilCoA + Colf
A continuacién por la accibn de una 'hioésterasa se forma 4cidos acetoac8tico,
cual puede reducirse & beta——h;dronbutinco 6 descarboxilarse ec“lo:rbén anente o
- mando acetonz. - .
| ACet0a0Etil00A veesesnsireeararinsesssnses AXotORORTI100A + Coll
4cido acetoactico ...:?ﬁ beta~hidroxitutirici
i . : .

Es'bos procesos de formaclén de acetoacético, beua-hldroxibu'tfm co y acetona, s

: lla,man oatogéneszs y es‘bas tres substancias se llaman cuerpos ceténicos. Fh el =ui:
to d:.abétlco este proceso ocurre con bastante intensidad,

Acido acetoacéiico sssnessseeecccsersencres ACGOTONG + O )

Recibe el nombre de cetolisis la oxidacién comvleta de los cuerpos catlnicos «
tienen lugar en el riiifn y misculo por ls via del ciclo de Krebsg,
- %anao existe,un actimulo de cuerpos catfnicos en la sangre (cetonemia) y on 1:
orina (cetomuria), estamos en presencia de una glteracién metabblica llamada verkal
“mente catosis grave, miede terminar en acidosis, como ocurre p.ej. en la dinmbeten
ne tratado. ‘ L
Aderés de la bota~oxidacibn desoﬁ.‘ta, e conoce la oxidacifn qie tiens dvgar o

el carbono mc’a.s alegado del gfupo carboxili¢o, producifndose un &ciic cardoxilico o
a su vez Va sufriendo uns deg adac:LGn a nivel del carbr.o(hbre) beta,.

. Se supone que en la naturaleza se produce adenfs de la alfa oxidacién miccto

105 esf‘mgoli vidos cerehra.les existen alfa-hidroxidcidos que se producirén por
el mecanismo scfialado.
””Sih"i:esiw de Scidos grasos. ,

la- pledra. bésica para la sfntesis de &cidos grasos ew el acetilCod, 21 cunl

- O‘bra partc, 103 a.mnoéo:z dos ca‘bégcnos formen aceiato y acetoastato s lipbzenocs arbeo
| G1801308 seesnesencencenss Acido plrcnrlco ceresesenssesves ACCUI1COA
";;’:,AKELI'IOﬁOl dos, - ;
. Aceta.to ' acctoacetato.

.

o F;Z&::;.sten dos vies meta,béhcas r’_wtmta.,, una dentro y otra fuera de la mitocon- |

,;};Vfa extramn.tocondﬁal. |
.'f.a prlmera rea.cf‘ién :meortan'be cons.wte en la mco*r'noracldvx de 002 a AcetilCol

ella partxci'oaﬁ& A'.I’P y b:.otma y se forma, malomlCoA.




"ccon - GH - coc«m + A.'DP + P

COA en una serle (}e rogcciones en que tine lugar desca c\,rbomlaclén, deshidr

' forméndose Palmtzlcoé. T esta Teaccién participa como coenzima ¢l WADP reducido, |
e proce e de 1a v‘Fa de ’lavﬂm m.—..

- .

Oy = co . GoA + T000H = CH,, ~ C0CoA + mmnm + 2 0H, ~ (c:-,,) 1
<TG

- COCOA +- 141%&1}1" + T CoA + '?CO + 7H 0

Por ls zocibn del ticesterasa el palmthoA se convierte en &cido palmftico,

Esta via extramitocondrial esti regulada como dexcribiremos n*is-- adelante,en ;..
sentido de estimlacibn, por la insulina, la via de la pentosa y. el citrato. Prod
cen inhibicibn de estas reacciones la retroalimentacidn nep‘atlv.a de AcetilBioA cor- 1
boxilasa y la. ¢itrosm‘basa. S o ' as

Viz intrardtocondrial.

~ 1a vla intramitocondrial de sintesis de éc:zdo«s granos es pricticamente la inv:,
sibn de la degradacién citada anteriormente. gon siste en la condensacitn de Aceti’
 Coh en el extremo carboxflico de una molécula de AcetilCoA , A contiruacibn tiene

lup‘a:b una reducc.:.én deshidratacién y reducciones sucesivag cque forman un AcilCol

(L

con dos oar'bonos mis de longiilud, Se con«:a dera que esta segunda via para la singe-

- sgis de A. . se utiliza para alorgar la cadena de los mismos ¥y no Para neos_{ntcsﬂis._ _

Aparte de la sintasu; de ce,oifloS grasos existen mecanismes para als.rgar 6 accr

tar las cadenag, as? mismo vars deghidrogencrlac.
. . § ”l“ 62 Y - 'T' c ' Tt
- Miristato b St Palmitato -_.—-52-— Hstearato

2

.

*,'2 i Paluitoleato

- Palmitato

=22 oleato,

* Al parecer la neosintesis produce fundamentalmente 4cido palmftico y los

Bstearato

dcidos grasos se producen por &stos Wltimos mecanismog sciialados.

,. la facultad del orgenismo animal para desaturar los 4oidos grasos parece %
- ifﬂii'éés,’:"ﬂg,unos &cidos grasog poliinsaturados son elenentos egsenciales para
. samﬁlo, citaremos- llnolelco, linolém.co, araquidbénico,

Me'babolslmo d" gl:.cémdos.

Los glloériém esté‘m commeptos de glicerol y de grasas, Hemos ya ccasiderado 3

| ain'besiq ¥ degmdaczdﬁ de és’aos, vamos a ver el de la gl:.cemna. o

- '!;o : de da.hldromactona.

ﬁbsfato de dihlﬂromacetana GETH

NAD

'L - alfa - glicerofosfato SV




o cerofoe;fato + Acll(;oA

-~ aceldsfingosina. Bl primer commuesto signe €l mismo proceso safialado en la via met

51 bim el gl:.ce;cofOSfato puede ser. hldI'OllnadG por una Posfatasa 6 fosfato in
 ghnico. . gl:.cerol 11bre, la sintesis de gl.-_c-ému.o:, ge efectiin a pariir de alfa~gii

- £eido-Iralfa-lisoforfatidico + AcilCos cido ~T-

- ~alfa~fosfatidico + GQA._ - : o v v
| Por hidrélisis del 4cido fosférico, mediante la accibn de una fosfabasa de £of

fosfatidico se convierte en monoglfcidos por hidrllisis de un glicérido con un Ta-

o
o
]
A
¥
[
e

dical 4cido € bien es capay de iransformarse en triglicérido en &l curso
Gk . _
~ Diglicérido + AcilCoA + AcilCok Triglickrido + Col.
JE'n los triglicéridos de animales un tercera parie de #cidos grasos son salura~

dos (predomina el Acidd plandtico). : ‘ .

~.. Hl catabolismo de los glicéridos es my simple; consiste en la hidrdSlisis de 1
. &cidos grasos por la cual se separna la glicerina, catalizan le hidr6lisis lipasas |
colulares, Inas dcidos grancs siren lag rencciones Ao bhotoorddrelfn yo concaddnnd b

y el glicerol se incorpora nucvamente a ls cadens de interrediarios gluceliticos,

Wetabolismo de fosfoll-idos,

Cataboligmo.

Las reaccioneg de degmdacmn de los fosfolipidos son semejentes a

rren on el apam'to digestivo, en “e¢llas actdan lecitinas y fosfodiestera
' L . . .
s via princival para lecitines, cefalinas, serinfosfétidos, consiste ne la s
gosi 6:'; de resceoiones o In primera es wnd hidrblisis nor la oue me gepura o feldn

graso no saturado en posicién beta, quedando un lisofosfato, Tor hidrflisis se wsol

ran €l Acido graso siluado en posicién alfa. Pomieriormente el glicerolforil-basas
vv.v.se separa la base (etanolamina, ccline, serina e inositol), quedando alfo-glicero-
fosfédtido que sigue las vias metabblicas del metzbolsimo glicolico ya sciinladog.
-Otrg via demostrasa metabblica y que al parecer es la rrincipel pora ol inosit
- Posfato, consiste en la separaciln de alglzcéridos, quedando ol inogitolfosfato
rosteriornente sc hidrolizers. | '

La esfingomileina se degrada en la primera reacién guedando fo,..uom"r*a* ina ¥y
bblica secundaria, en tanto la F-acilasfingosina experimenta hidrflisis por la ace
. eién de una amidasa.
1 Sfntesis. ‘
-~ la sintesis de qufolipldos tiene~lugar en todos los tejidos, sin orbargo la i
| ’:pértanoia de ésta sintes:.s verfa. En la meyorfa de los tejidos la sintesis y degra
da.cién de los. fosfolfpidos se verifica en la propia célula en tanto el higado rar,
;-'..'e de los fosfolfnidos que sintetiza van al plasma. '
*Es‘ uuy distinto el recamb:.o de fozfolipidos de unos tejidos a otros. f}w’cre los
cti\ramente smtetmados ’aenemos, hfgado, intestino y rifibn, 4 estos les sigu~




; ' el néncreas, Nmtrrarrenal, mlmonar. Mismlos y corebro son lo=- G*ganm con un reca
! bib més ba;;o,‘ '_ v o ‘
' Bh la fase inicial de la sintna:;.s do fosfolfnides el proceso es comtn con 1o sf
tesis de gliobridos, es decir, ol &cido I-alfa-foofatfdico. De 1os restmmids comer:

tes de los fosfolfpidos la merina procede del metabolismo de los préiidos. La etanc

- mina separa por descarboxilacifm de la serina. La coling procede de lag m
sufridas por la etanolamina.
Eta.noiamina ¥ colina participan en la sintesis de los focfolfpidos en Fforman de
-nucledtidos de citidina.
Base ATP  ADP CTP PP

e Base~fogfato cl'bﬁdlna:-dls.m«fatc-b'-"
Al vareder la esfindosina se produce al combinarse fecidos grasos y serina sest

las reacciones siguientes:
" PalmitilCoA + NADP + HY

Aldehido palmftico + Cok + CO

Piridesal

2

Aldehido palrdtico + serina Daodriesiingosina + CO
!» . 4+ : 2
! ' . '
ke '.‘ v » { 3.v1n8; * L3
Dibidroesfingosing m——rier  Hafingosina.

Esfingosina + VDP galactosa

psicosing + VDP N

Pgicosina + AcilCoA cercbrfsido 4+ Coi
AGL ceramida

AcilCol
cez;an"ﬁ.&a + VDP galaciosa e

(HILDSBRAND ¥ cols. 1970).

Basfingosina

ceramida
~sergbrésido + VDP

El fosfeto de etanoclaidna y el fosfato de co.l.lna sc forman por reacclin
gln.oémdo de eitidina~difosfato-etonolaming y c:.‘ndmar-duosfato-cohna. ba i
- @ilserinag procede de las fosfatidiletanolamina.

Bl fosfatidilinogitol se forma al reaccionar la oitidina-difonfato-diglicérids

cont inoszitol.
Ba esfingomielina se produce con la Neacetilacidn de la osf fingosina por un acil-

: Code lg ceramida formada reacciona con COC para obtener la esfingordelina,

a) Metabolismo de Jos glucolfpidos,

-

Bl metabolismo c’e los glucolfpidos no estd todavia totalmente esclarccido. Ios

‘rroductos bésicos nwra. la sintesis som enfingosina cuyo origen hemos ya considersdo, |
1a glucosa, galactosa y H-acetilgalactosa en forma de derivados VDP, el dcido wiflic

Faden

en forma de CMR-N-acetilneuramfnico. ¥l sufato para la formacibn de los sulidtidos,
._procede de fosfoadenosinfosfosulfato (PAPS)s #h la figura 8 tomada de BURICH, se ex-

;':’xi',e,saias vias metablblicas de sIntesis y catabolismo de los glucolfoz.do.,. Algunas vI

_'son bien conocidas otras son hipotéticas,

‘Regulacibn del metebolismo 1ipfdico. |
¥ la regulacibén del metazbolismo 1linfdico, el tejido adiposo desempecria un impori
pbel», los 1fpidos son adsorbidos por via intestinak y circulan parc:_ialmm'he coy



s , 'tn.clpa en el ‘Fool de los A,G.L, ‘que circulen unidos a la a albimina.

los '@ilohicmnes ’y’z’lipbmbteiﬁaq hafsté&”lafcélula hepftica, El tejido adiposo par.

EL tegldo ad.uposo cong 1tuye un gran almacenamiento de energia del organismo o
‘F'o*r-ma de glm(ri&os, Bate alracenamiento ne es pasivo, muesto gue congtentenente a:

ntetlz_an triglicéridos que ge depositan (linog‘énesis) y por otra parte de eglog

Las awmlabloness de glz.cérlﬁos se verifican en el orgmniswo en ires lu{;aro
principales, el tejido conjuntivo subouténeo, el iejido conjuntivo mgcular y la
cavidad sbdominal, o

Los &cidos bibres plasmAticos, estdn en equilibrio con el pool de A.G. tisulor

-

- Aguellos aumentan- por las reacciones de Pipolisis y disminuyen cn la resintesis do

1z pid’.osIintracelulavres.; . }

la regzléciéﬁ del metabolismo lipfdico corre a cargo de mecanismos nerviosos ¥
hormonal ese _ ‘

ge han descrito como hormonss que act@an en la lipogfinesis la dnsuling, la
sina,g. la prolactina y rrobablemente la prostaglondinz.

Se commirbanoomo agentes li.politico‘s & adipocinéticos las cetocolaminaz,

tina y como permisivas las hormonas tiroideas y los glucocorticnides,




! _MTABOIISYO DEL COLESTIROL

L

n vcolesvt&:-z'v hmano ‘clene una doble procedenciz alimenticia 8 de sintesis ond®
gana. Bgte se verifica en todas las cflulas vivas, degtuca el higado y las clpsulas
suprarrenales. Ia sintesis en ol cerebro, sl bien es el 1irido mayoritario, es my .
lenta, Se ha calculado en 1 gr. l= cantidad de colegterol diaria sintetizado por el
organismo,

1 Anabolismo del colesterol,
Siguiendo el esquema expuesto por FOLONOUSKI y cols., consideramos el proceso 4

sintesis del colestcrol en 5 fasges:
1) Condensacifn de AcetilCod,
Bl AcetilCold procedente de las nembolmno,,, lipfdicos y glucldicos, me condemssz

i dos Fie seg, oentoliconde lo rimora una aectilfronalernsa ¥y lo corvndn un’ cundrs ©
condensacibn,
Ia incorporacién de una nueva molécula de ace 3 Cnd a Acetozcetillod, formn batr

hidroxi bcta metllgluiamlcoﬁ.

2)

La beta hidroxi-netilglutamilCod sufre wn procese de 1¢ ?uchn hasta dcido meves

16nico. Hsta reacciln de gran imporitentia en la sintesis de colesterol, estd cetali-

zada por la beta-hidroxi-betametilglutardilCod reductasa con el concurso ds '.{’Eufw

Fh egta veaccidén hay un mecmnismo de retroinhibicidn al inhibir la presencia de co’i< :

terol la reduccibn a fcide mevallnico,

3) Fosforilacién y descarboxilacién del Acido mevalénico,

FL Scido mevelbénico sufrs transfoforilaciones y wma des mbaulamﬁn convirti &
se en Isopentenilpirofosfato que se comporta como Isopreno a,c’mjvo.

.

La primera reaccibn cataliza la mevalo-aatoqama sa ¥ la sesunda la foziomevalons

tomnasa, i ‘
‘ El &cido pirofosfomewalfnico y la segunda “gufre una nueva fosforilaciln y una
descarboxilacibn hasta la formpeibn de Isoprentenilpirofosfato,
 4) Formoeibn de escuflence ,
B ;11 i}spgentenilpirofcsfaio catalizado por una Isomerasa se convierie on dimotioc—l
tilpirofosfate que por condensacién de variag moléculas se convierie en oscualenoc.
2 Dimetilestilpirofosfato Ceranilpirofoafato
, Geranilpirofosfato + Dimetilcetil»irofostatoe Farnesilpirofosfato
Par condmsac::.dn reductora de Farnowllp"l rofosfato con el concursc de ”?.;12 se
»»'obtlene escualeno. R )
2 Parnesilpiofoststo + 'I‘PZH2 . TRN 4+ 2 Pirofosfato + escualano,




 Fl es malemo es el Dr"cursor innc-’aato del colev'kerol que s¢ encuentra en la
yoria de. 103 _;_ejid.os. :
5) Ciclacibn del e«mo,lﬂno.

® esm:-,leno mfre dos procesos metab8licos una exidacibn centralizada por la
maleno—-o,amsa ¥y por otro 1a 6&140-8.,0!1'3,1 enocidase, convirtifndose en un estorol
11amado Tanosterol. ' '
" ¥l lanoctercl oxida hasta Zimostorol el cual por deshidrogenacifn mede fornop
7 dehidrodemosterol, es cual ¥iene dos vosibilidades metblicom 6 bein lp vis dol
‘demosterol 6 bien el 7 dehidrccolestsarol, desembdeandc las dos a colesterol.

2, Bliminecibn y desradacibn del colestberol,

El colesterol orgénico miede sufrir la eliminacidn fecal, la Ac grodacibn de i
dog biliares 6 el peso metabblico hacia los esteroides hormonales,

a, Hliminzeién fecal,

Tx

Aproxinsdomonte O e GG GOleniorol

bacterias intestinales lo trandforsen en  coporstorel roy raduccibn.

b, Formacitn de dcidos biliares,

Una importonte proporcifn deo colentorol ge tranforma en Scidos bilinres. 51 coe

lesterol por oxidacién se convierte en 7 alfr-hidroxicolestercl, gue mow otrs by

da de 2 hidrbégenos, se transforma en A 4 T elfa~hidroxricolestoewona, la cual por rol

cifn obtenemos Zcide quenoderoxicblico ( ? alfs, T alfa hidrowicol#nicn).

CPor otra carte la T alfa~hidvoxicolestsrons, por oxidncifdn nrans o 7 elfo, 12 o0

fag~dihidroxicolesterona, que vor retnsciln se convieste en 7 wlfa, 12 alfa-dilidre
xopreterona y 7 alfa, 12 alfa-dihidroxicoprostancl, Por oxidaciln, esta ne conviert
en dcido c6lico ( 3 alfa, 7 alfz, 12 alfa-tribidromicolénico). Para lo conversién o

log &cidos bilieres en los conjupsdos de tauring v glicina cxiste una trensforoact

bioqufmice consisbente en la activecién con acetilCed de 1z Tuncién feido formonin
colil Coenzima A que se combinag con glicocola y tourina, FTormande Acifos glice ¥
rocslicos.

¢.Exteroides hormonales,

~BEl peso inicial conciste en oxidaciones de la cadena letcral de colestercl catn.)

lizado vor la colesterol desmolada, conviritiéndose en pregnolona, gque rosterior

POT NUBErosos rrocesos metabéhcos, se convertird en prO{;a_;t@rona, ete,




fﬁi} T j_

LIPOPROTEINAS,

Las proteinas d21 sueroc ejercen un papel my impoviante en el iransporte de
los 1fridose FEste transporte se verifica, principaimente, por las globulinas a le
que se congidera como lipoproteinas verdadewas. Lo albiimina sirve ¥nicancnie par:

el transporte de log &cidos grasos libres, siendo liberados del complejo slinimi

8cidos grasos libres en diversos 8rganos y tejidos del organisnmo,
La unibn de los 1fpidos con las proteinas fue sospechads hard aprofimsdamente
h} 4

3 K - ey . 2 P . N . - oA g e
un siglo, cusznde al tratar de exbyaer log 190idoz Jel cuere zole se ontends ons
&< & .

pequeiia centidad de les mismos. Los primeros os para alcler compuestou se

.)

dehen a HACHERQEIT en el afic 1929 quien logrd alslar un producto scluble gae cnll
¢ de "sinopsis lipoproteicas Acido precipitable, Fero fue TISIIIUS guien dif 1
prueba objetiva de lg exigtencia de las lipooroteiras al verificor la el cotrotfor:
s del suero antes y después de su deslipidimécibn, sin desnoturalizarlo y obse
var la congiguiente reduccién de low valores de les globulinaz sifa y bete.
Lo irvestisaeién sobre lipeproteinas fue estirulada a vartir del afie 1940, <

el enpiec de témsiaas de vitracentritugacitn y frace ardento por Dreclnd bood e,

11949, demostraron que las anovmallss observadss en la uliracentriil,

cifn del sumero total eron deblidas a las lipoproteinss contenidas en el miswn, lae

cuales determinan un efecto FOENSTON-O0GHTNN. Le ultrzcentrifugancién~flotaciin e

luciones de mayor densidad elimdnabaritazles anomallas. Th la actualidas Jas
¥y

vare 1'_)‘—4 ta

de flotacibn segln GOFYAN sou la bsse de variog métodes analfticos

La densidad de las lipoprotieinas sfricas es inferior a la unic‘iad, por lo que

~inerementado la densidad del suero, afiadiendo cloruro sédico, se pueden separal
las lipoprotelnas segin la velocidad de flotacién. Al aumentar ka densidad
- vente log substancias de peso especifico inferior al medio ascienden hacisz
ficie en el cagmpo gravitatorio de la centrffuga-flotacibn, la velocidadede fictzec:t
6n es deterudinada por el valor negativoe de lg velocidad de sedimenta,qién expresaé;;‘;_
en unidades Svedberg. .. ; '
180 =-185 |
Ia diferente densidad de los cuatro grandes grupos de lipoproteinas permite

su separacibén e identificacibn, Si con la téonica de ultracenirifuga-flotnfidn

opera con una densidad de 1063 g/o.c. de NaCl a 269C ge obtignen las signientes

clases: Quilomicrones, con densidad inferior a 0,95 y Sf 400, corresponden a la b:

aa due aparece en el electroferograma en el punto de partida. Las lipoproteinas &t
| . my baja densidad sefialadas por VILDL (very low demsity lipoproteins) ocon unza densg:




|
(BRAGD(N, segdn FRIDRICKSCY 1,963)
Fraccibn  Dens, 87 goleot. Fosfol,  (lichrde Protainas

1ibre ‘ dos,

. Quilomicrones - {006 400 3,1 1 81,3 255
© Iipobaja D 4019 12-400 6,2 17,9 51,9 Ty
 (pre-beta) o - . .. o .
. Lipo baja D 1019 012 8,5 23,6 5,1 20,5
o v,mpozxro*l;einas 1063 . o o
Iipo elevada 4063  wem 2,3 26,9 446 £747
o dehsid:adv’ , ’ '
' Iipoproteinas 1,21
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dad en’cr_é_ 0,95-1006 y Sf entre 20-40. .e'S.Uw... ecen en ia clechof‘ov

prebeta, -
Iinovrotainns r?t“« baja "d_e;n sidad (6 beto livoyroteinas pasadasy o1 0D
teriores 6 pre-bota) sefdalades por LDL (low density 14
qie osoilan entre 1006 3 1043s S entre -20 y que
beta del electroferograni.

A1 objeto de aislay las Jipoproteinas de alta densida

posea ung densidad de 1,21 g/cece o 2690 exvresinloss
sedimentacifn nor o na3 on toleg condicionss la veloveisdpd de ot
{

LR

P i L B
cr e ST
LS IR A

alfo-globulinng y correanc

L“
(high deneity Iipooroteins

<1ty linpovreoteins = ip

£

6‘!

o)
ento la dlectyoforesis

adecundo pars las geases (Suifn

lomicroncs deosde el depbaito basts la
e _‘ " o o~ T
onpoteinn. H algunce om ae o
PR g Y. -
por daelmnte lag botoedine

-

Liporpoteinas, Los proporcionos bete—ol{n en suere do

3,4, valor nedio 2,16 (WUI v de 1,02-2,10 gon tn promsiio

5

8IS y HTCT emplean up tampdn veronal de P o= 8,6 &l cue alndon 1

tis el dlectooferesers dhoiddo oo

mana 6 bovina y C,0001 M de

mite visuglizer custro bandas de liporroleinzs: e

prebeto-lipoproteinas y alle~livoproteinas. Cuando In tasa c
prebeta~lipoproteinas y alfe onroteinng. Guanto la dasa 4

rior a 100 mg/100 c.c. no son vigidles la bunda do quilomicroncs )

poproteinas. Se dan como valores medios de 8stzs fracsiones 1os mig

poproteinas 17¢; bota~livoproteinas 66%; prebeta~liporroteinas 175?2. _
COLFS y VIRIZYDEY disminuyen el cardeter lip6filo de las tiran de cellogel bt

M

tdndoles con &lcali con lo que ol acetato de celulosa se tremsforma en celulorte Cg

v lbrea.da la tira del el ectrofreogr na. aparecen cuztro bandas: prch-s,lfa%mliz‘:
alfa1
c:x.ﬁn o commeqta pnncn.palnm'he por los quilomicrones.

Med:.ante la. electrofore-,.as simole con varsel y tompbn de veronal pH = &,6 obiens

-llno, a.lf -hno Yy beta—lwo, en el suero normal no anarece la llumnda froo-

| mds, si biem no de una menera constante, cuatro bandas: quilomicrones, beta, prebe
_y alfa-] z,‘goprote:mas. GHDI v BLAM{ENT{ORN utilizan las tiras de Sepraphore I1L,
Fntre lobs precedimimtos de prcoapltacnﬁn del método de COHN de fraccl onamcw "
 de pla,sma en pedio alcoholn.co ya baj;.,temeratum vermite el aislaniento de la al.
| :’fau1b-blipoprotemas en la fracclﬁn IV-1, 1 y de la bnta,-ll'ooprotemae en la ﬁm.cc-:v'{




PP

III»-O. Un método

E.

s perfeccionado se comsigue cowbinando el procedirionte anteric

con .{.a. ultr ﬂ..rif'-»g;a.c;;ér.-uf}.otaci@ e GGIPI*&:-.N.
HIHS}TMH v SAIATULE ( 8) denostroron gue la hapn

%a—-lipoprot einag del sucro,

g

Copn la misme finalidad se ha omg

combinendo ¢l gendiente de flotaciln y
guilomicrones o dos clascss _;maz'ticulaf; orinsriss avbas de ovigen exdgenc,
leg & su vez gquedsn sevarsdas de les perticules end8pmes.

- a'v_ ~ e "
nImante, ol nttedo irmmoon

v-,:
;_)

porroteingg
sifn se ha lozrs?o carcclerizar loo
su araencia §& g1 noteble deopdnuecibn en ol suero, Beclentoronic, ha
w antfoeno espncifico antindvtidos do VIDL,

mestrugture o comnoglciln,

oo beines ne fon entideden e

conetituides vor wne fraceidn proboion
Una minoer

o g g p
B LOyor w R

no covalente,

T la actuslidad los progresos e ¢l conoeiniznto de lam ]

tes se hallen orientados bacia lo fraccifn proloicay sin ool o,
closificar cads lironroteina o

eadn la naturaless de la proteina conles

fraccidn mrotefnica denomidads apolinoiroteina 6 simplemente suvopsotn Lo
mede ser referida seafn los aminofcidos terminonies de uno de log tr=s gravos

entes: apo b (£cido aspériico), apo B (é,cido glutfsdce) ano € {serine y trew

Unp concepto que hay que tener vresente es cue al isual @ue on lag rour

t;ucro, cada clase de lipovroteinas no estd formada por una coleccibn honogbnes Qe
part:tculas, exigtiendo dentro de la misma entidad diferencins en cuanto a tamylio
densidad y composicién qu:{mca. '

» Segin su e....tmctura SCTUMAKTR y ADALS (9) admiten dos tivos bésigos de lipopro
'ina.sb smdomoleculares, Amos tipos estructurales reprasenten dos soluciones difcrezt{
tes i'ﬁa,l’ pi'oblema de como loSb 1fpidos meden ser trasnportados a través de wn medio
acuoso ‘de estqs l:tpidos, los éc:.do“ grasos libres y 10q fousfollpidos, Hecitina ¥
esﬁngomelma, poseen caréoter hzdréfllo en tanto que los triglicéridos y los &gt
 res de colesteroi son hz.drﬁfo‘bos. Otmc- 1fpidos como el colesterol, lisolecitina ¥
otro:s fos ol:tnz.dos, mno y d:.gl:t.oémdm no tlenen un carécter hldrﬁlfllo g hmré"

9.




‘A) Iivoproteinen rdicelares: Con'!;umcn nenqs de un 3’?* e proteinss y se halle

pepresentadas por low ruilomicrones, bete~livg, (IDL) y pre=beta-lipo. (VIDI).

Estructuraimenie se hallan formadas por un micleo hidrb6gobo de triglicfrides
y &sterez de colesterol rodeado por una cubierta hidr6fila de proteinas, fo- 311y
dog ¥y colesterol lilre.

Haosts hace poco no ha sido posible obtensr la apo P de egbas linoproteinss on

forme hidrogsoluble y deslipidiz w("s_a. la exiraccibn parcial-n-heptano de las VIID

(pre»—-’oeta) yroporciona tres componentes cuyos cosficientes de

45,75 v 145, B anglisie de log aminodcidos terminsles identifica la f£ra

. S . . o e Vg e
COmD ano Ly 2n 14D GLTURrL L

que contiene serina y treonina en oroporcidn molar 1:2 como apo-C.

Farz la beta~livorroteina (LI0) no existe unanid de criterioco y o
e <. ¢
se admite la presencis de apo-B ¥ apo-Ce © , Lo VIL do W &

se situa on el electroferc serann noyr delsnte de la bf:t:zu‘i.ij;mp ~oteling heche gua e

s

explica por la presencia en la primar de ano-i, coractordsiica de lo commosic

de la alfa~linoprotoins.,

el NPARI N (T QS . A g R e
Por 1icroscerde clectrfnica tanto los ouilomicrones cund las

s " - ey gy wgede I e S g PRPC.LY SRS o . .. B e ot
navecen cormo varvticulas caféricap & como tendencia a i esofeoricd
L] . ey "4 "9 'y ) . - g~ i Ny g "3 %
orogentar la lizoproteina micelor come una ssflera cuye ou

dn por la mroteina extondide como un mosaico y o intersandencia

o, 0L

Pogfollpidico~coleaterol, &1 lado volar de esta superficic se hallaw]

hecia ¢l melio acvoso que la rodse, mientrag cus el oxtromo no polur o

time relecidn con el wmfcles hidrofobo de la martienls congtituide »rinciple

por triglictridos y &steres de colesterol, !

G2ilord crones.

C ;> L3 > L] . *
on el mombre de quilomicroncs se designan las pariticulas visibles el micorono

pio que apareccen en la sangre y linfa en condiciones normales despuls de la

ta de una comida que contenga neuira y durente el perido desmués de la abporviva,

Despuév de 12 horas de ayuno, normalmente, no se hallan quilomicrones en cl rlas:
Ios quilomicrones desparecen révidamente &el rlasma, cuando los guilomicrones con—?
'klenenbgls.céridosmarcaéps se comprmicba cqmo en el plago de cineco a quince min., d¢
jari de &et#ctarse. De un didmetro medio entre 0,5y 5, los quilomicrones del suerg
suelen 'bener ‘aproximad mente 1 de di&metro, )

’ D.zrmate la dlvec*tlén intestinal los triglicéridos de las grases ingevidas sf‘n
hidrollza:’zos pmnclp'-zlmm’ce en 4cidos grasos y monoglicfridos. Denrués de su nisol
}o:s.dn ue resmtetlzan los tng;l:.oémdos a partir de los &cidos grasos de larga cam ]
'} ’dena m:.entrav que los é.c:.do« de cadena corta alcanzar. el hfzado directamenis por - Z:

elb s:.stema venoso de la porta. La. hld.rﬁllsis de los gllcémdos, ccavenientementie




.

' id:;svemoag por la accidn de la bilim, se debe a la accién de la lipasa, los trigl:
cémdog:jneamt-e‘tl zados st sdicionan de colesterol s Posfolfipidas y probabiemente
proteinas. ‘ , |

“Por lo qué secrefiere a log fo=fol fm.aos ¥ coporetanente alg lecitine 8oin
previamente hidrolizada a lisolecitina, de mayor solubilidad, forma en me es ad
gorbida pars luego ser rescterificada a lecitina antes de su incorporacién a los

Jomcronvn. B cuante al colesterol contenido en los quilcideorones poses un
'ble origen, exbseno y endbgenc. la may or varte de colesterol exbgeno se incogno

estorificadoen oposicidn al colec*tcrol endbgeno gue 1o hace libre. Ea e;i,nmas; 1

. - h § N - Sy o, e e
s Je unn covida averecs oo

‘linfa humene s0lo aso-i ¥ ano-3, deu:

- e USRS ST A St S S SN S
CUR S @lBMITO o PrASLICINIdos,

Lo composiciln arsroxineds do loo quilomicron
‘ s -7 . ot . ¢ . . .\ ]
% foulolfpidos 6-10% (relecién colestercl/Tosfolfsidos = 0,5), triglicfiidos &K

,‘»
-~

9% fraccibn proteina 0,5-2,5¢
Los quilomicrones constituyen las lipooroteinszs de menor dengidad Binferior -
0,95} con una confzt'mtm de i‘olttz,ciﬁn Sf 400 y el mayor peso mwleocular, ayvoxiis
damenis deo 100 - 164 (millones).
Los guilomicrones reprenenten ei medic de tosnonorte
triglicfridos exfgenos, que son lievadosn al hisedo, tejide
R;R.» Lo r8pida despovdeifn de log quilonmicronszg y *isulars

cisnd lg lipesa liporrotafnica

de C:“.,’“&lnas diversos e esy
colesterol-aciliransferasa (LCAT), de las cuales nog ooulsromos

Lo transformaciln enzindtica de los quilomicivnes v o
A (¥4

del pluosma cirenlante se denorinag "aclaoramicnio.

@uando la proporeidn de quilomicroncs es moy boda 6 felien como ocurre nomanl

- mente en el sujeto en ayunas no avarecen e el diagrana eleciroforftico. Io vroom:

cia de quilomicrones se revela por wia benda ruy tefilda que se extione desde ol |

panto de la impronta hasta las gzones de la beto-lipgproteira, 1o exteonsifn y la i
‘ben.,z.da,d de la banda de (1&110?‘.10?0; z esté relacionada con ol coniﬂmdo de trigiis 'l
"oémdo ex8genos, "

Botaf-lmo*arote_nes. ’ ' L

conoc:.das tambxén por proteinas de baja densidad (LDL) 6 también por bete~1liix
. prote::.nas pesadas;»en oposicién a las beta~lipoproteinas ligeras (6 prebeia) se 14
:tifican en el elct'tregerogran"a sobre papel 8 acetato de celulosa cono unz banda

:'}_bien delimitada de la zona beta.
- Poseen un 50“’ de colesierol del cual constxtuye al medlo mds importante
;;_‘bz'ansgorta; 24"' de fosfolfpidosy -siendo la relacibn coleaterol /fosfvifpidos

% de triglicé

,.,,dos ;v 20% de fraccmn proteimca.




™

Suifvdgﬂs;jfdad es de ‘_E-=1'006:-1062-,- ‘siendo sy veso molecular aproximado de 2 a 3 mille

nes y s’ céhs-t.antea" de fTotaciln Sf = 0-20, Ia beta apo-P, porcifn peptfdica de lu ®
t&lipopréteiﬁa es egencial mparc el tronsporte de los gliclridos tanto exbgunos con
endbgenos, cie"!;'e;l que su -ausencia -(a’oeta,-].ipoproteim&.wia; condicions la fualta dn
quilomicrc;v;esxy de yprebeta~lipovroteinas,

Pro-beta~lipoproteinas,

Ilas lipoproteinas beta de oy bajae deneidad (VLZ{L.) se situan e el electroloro-)

gramn por delante de la fraceifn beua ¥ a nivel de Jos giomlinas al -a,,,

las vrebeta-livorroteines poseen un corntenido protefnico de un 6127, oo‘..mmw"

o n .
200, Posfal 159 dos 10207, rencoisn

1 bajo densmidad de 0,95 a 1006, con vn coo
contracsta con su elevade peso molccular de 5 a 100 millones,

Como vimog anterdiormente entrs lag aponroteinag de Jog U"% :m*m e de lno

ga halla 1la apoproteina A caracterfctica de ls alfe~liponrotcina v cuye mayor movie

~ [P SR g
DVDOUDAIT. .

1idad clectroforética explica s situzeibn nor Jdelante dz la belbeeld

Ly, oc ompogicidén de los &cidor grosos <2 loo

ta, reg ra Uns pmyor ricuega de 01 ecico v imintiico
~% S w .

E¥e) mdloga 2 1o de los ,f_;l:.of:r-w doo sintetizados cndogono

de que el hig;a.lo esel lugar mis igportante de la sintemin &

genog y en un nleno secmdario log carotenos, toambifn el hig

pal de todas 6 la mayor parte de las prebeti-lipoprofeinss ciroulentes.
oy

Corresponde nrincivalmente a las preébeta~livorroieinss el $rasiesc de los glic

ridos endfgencs y los carftengs, ésteres de colegterol de la vitamins
1

' B) Lipoproteinas seudomolecularves, Se hallan representodas por L
poress
de mavor dencided del espectro 6 alfa~liporroteinas,

Alfa~lipoproteings.

FSon lipoproteinas de alta denzidad 6 muy alta densidod (HDL 6 VIDL)  con una { _
mna, de densidades .que van desfle 1063 a 1,21, Ias HOL se subdividen en H_‘DLP_ (106}-‘1@?"
g/c.c.) y HDL (‘]025—1 21 g:/c c.) Jas VADL son complejos lipoproteinicos de do
dad superior a 1 s 21vg/c.cu |

’ El e:ﬁmen con Iuz no'iamzada asi@a a la° al*ar-llno;a'otemc.sfmn forma elfpe oa
con dlémetros de 300x50 A9 Por lo que se reficre a su estructura sc cree gue se ha’
llan commestos por mbumdades de nrotelna-lipldo sy en cada subunidad, el 1fni c'i'} |
- se hallaria a.lo,)ado en 1os in'l;nrstlc:.os de los pliegues de la cadena veptidica.
El oon’cenido ;grote:.co ef- my elevndo, 504 siendo el de colesterol de 204, cl de
: 'olf;pidos d& 2}’% y de wn 5‘,% 1os tmgllcém dos- 1a relacitn oolestnrol/fosfolfmén

‘E."L“fosfo}.ip::.do mﬁs 1mpor‘ta.n‘be es J.a llsolecltz.na.. la el fa~lipoproteis
. na posee mé.s oolesterol esterifzcado ¥ fosfétz.dos qxe la betaplipovrotema.




En cam'b:.o Ja commmczx 6n de 4cidos grasos es uzrular en ambas lipovroteinas.

Ia alfa.—-liponroiema no en nreclm.ta,da, nor el a )*tmno, hma:r'am henpoinoides 41
sin‘te,) is, ete. qucﬂz—mno = ¢l sobrensdente mientrag mue las lipoproteinas
densidad son arrastrades 2l ;ondo; | |
- Bs relativamente estable, mediante solve 1t s adecua ados so obtiene su
dizacibn, quedand‘o la apo-A h:i.drosolublo, bagtante mura ¥y 8010 con una e
cién de fosféiidos. .
Con la téernica de GOFLAR de ul’cm.centrﬁﬁxgaci.611-~ﬂotacién es precisn enrioues

el medio con NaCl hasta una densidad de 1,21 g/c.c. (2698) siendo en estas condi

s hnile on ddooneifn

gaciévx *tzrolcng*adu amenta la cantidad de VIIDL obtonida.

- . A | oL b S ORI T { . .
s auae las boto=lipovrotainas,

as alfa-tinooroteinas

s rican en 1fnides.

in 3nfluencia del sexo en la conceutrecidén relolive de alfo y bota Ilponwcoiat

se troduce por unz mavor cinticad de livouroteinasn. Ia hi
k X, ey

Kl 3. a
summto de 1ine:

am oonnlonos

Soii

torminar un notal

1o da colegterol,

Blodindides de las linoncotein:
& AEPOT

B el metabolismo de las lipoyroteoinas juega un ipgporian

.A.J

Tivesa livoorotefnica:s 1 plasma pout-henarina asf cowmo

de diversos tejides poseen la propiedad de la lipasa, Bl nmejor substroto lo cons
tuyen los triglicfridos integrados en lag lipoproteinas, habifndose dercgtrado
le presencia de vroteina es necesaria varas foecilitor la hidrblisis, Lo protamin
inhibe la accién enzimftica de le livasa. Ba condiciones nornales, la lipesa on
brerada de los tejidos y pared de los vasos capilares a la cirvculacifn vor le o
cicn de la heprzina y de otros agentes activados asf como por la ingesta dc comb-
das grasas. | ‘

'Es bien ccnocida la accién de "aclaramiento®” del plasma al ser hidvolizados
los ‘briglicéri@os. Mientras los triglicéridos de los quilomicrones tienen una &
cibn de uhos-a 15 n:'m., es algo mayor en los de la nrebeta-lipoproteina.

La d:nsmnuclﬁn pa‘aoléglca de 1z ac'brerld d de le 11‘0&.8& 6 bien Ia produceibn
de una llpasa, al'berad.. cmd;clona una falta de aclaramiento del plasma 21 no ser ;
hidrollzadoS los trigllcérido s, tal ovurre en la hJ.ncrqu:Llomcrmema fomiliar,
,(’I':Lpo I ’defhinerla.nemias segin FR::DR[CI{SON) de 12 que nos ocuparenos rAs aﬁalan.r;

" Este. defecto del metabolismo de las 11poprote1nas acarrea un depSsito anormal. d°
© 1fpidos en los tejidos, .




. s . - i
Lacitin-colegterol-seiltransfernsay 1 suero § wlasma posee una cnzins que ¢

taliza Iz transferencia del grupo acil en posiciln 2 de 1a leciting a2l hidroxilo ,

del cclcb”bc‘*o'{ dando conc productos finales lisclecitina y ésteres de enle smfmj_t;}

LCAT

grapo  acil,

Lecitina + colegterol Iisoleciting + Gaoteres do colesterol,

De conocimiento mio reciente la actividad de este enzina cg de

cia en la formaciln de éstares de colesterol, ' oposicién z ls lipes

- 3

tra normalmznte en el plasma ciroulantey prohablemente vinculada o la alfe liyre-

. I NSRRI S 3 I R
en los todifos 4o

¢ifine, Yste onzima es inhibido ror divermea erantes entre ellosn el broruro sfdlasn,

B déficit de LOAT da lugore a un trostomo metabllico do lag 1inoiarobely
cientemente Gescubierto on Foruega por NORMN y 023 (10) en dres her:
riormente este error congfnito ha diso observads e otros familiss. B

bioquimico se carncterize por hiveriviglicerideria y avgencia tetal de colester

esterificado. dunento de la lecitina con disminucidn de Jisolecitinn.

e obzerve vn mareado sunmento del colagterol, asl ecomo de Inz

e Y e TS LN TR PR A
da Ja wllo-Llipooreic)

eleotrofernsraus desnestes la reduceidn notable
vin o prebete-lipoproteing,

n una enferfiedad se le transfundieron 800 c.c, de vlasma norinl obs

en ol plago de 4 dfas el mmento de un 9=307 de los &ateves de colestor

que no se raede imputar al rlzeme transfindido ¥ sole a la ]T.-{i;‘-a.’f‘

Clim.canc nte ge troduce por anemia ¥ proteinmiris. Anemia normocrfnlicn con o

nocitog, aunmto de lo herolisis y derresifn de iz hewatonoy»uis, Los homatics

3

con dianocitos presentan aumento de colesterol. S bien la contided e fonfolf:

es normal, la wproporcidn de lecitina se halla angentads mientras que la de cefel

y esfingomielina estd reducida. Estas modificaciones en la composicila de log ii-

pidos gg normalizen cuado los hematies se incuban en suexo normal,
En la mé8dula 8seca y en el rifibn se observe la presencia de células espumosas,

-

Yaetabolismo de las livoproteinas.-Los cuilordicrones formados en el intestin

L9

s’iwe’n’ para el trﬁavﬂorte de los glic:ﬁridbs, exfgenos ¥y su utilizacidn y almacene
mlento en los' tejidos. - | ‘

‘ Las VI:DL (prebeta) se gintetizan en el hfgadd como resyuesta al exceso de dleE‘
ta h:.drocarbonada 6 al ‘exceso de 4cldos grasos movilizawdos del tejido adiposo, |
}sirviemdo como prinoipal vehiculo de los triglicémdos endSganos.

. Y beta—lim;grotema (1DL) se smtetlzan en el higado ¥ son el medio de to
i}porte mé.s jmnortente del coles'l:erol. o

las alfa-liggpgoteinao (};H)L) son mntetizadas en el hfgedo. Ficilitan la apo-
“ ios' quilomcmnes ¥y VLDL, una vez immpm en’ la czrculaoién.

e

v
3




n'l‘e.nto 1a 13.pa,qa oomo la L’JAT ae benefww,n ciel mgfsso ﬁcl an

ti('ul s llpicuca,s. Ia::, 1,3. vass al notuar sobre ios guilomicrones ¥ iop

mzdo 109 triglicéridos, determina una reduccl 1i%n de su woldnmon., 41
la L@f\’.{‘__al ejercer @ accibn catolltica sobre los unidaden de leciting |
libre (1:1) determina la reduceién de la supsrficle. Como romltads de

accifn conimts lag micelas lipoprotefnices guomrdsn su forrna csfdrica rdentras vo

reduciends su voldmeny
T curnto a los productos finales de la actividad aziu

liberados se-unén o la alb@mina le cual zirve &e vehifculo

8 a las VLT, LOAT, oo Ll
g ps

tron s Donebran o

4 hen e une 2 obra

,.J

Un aspecto interesante de2 lg biodin&mica -

-
oL

8ifn s Ya de un wrineipio sc penast en la formecifn 4o alfa v i

“

expenses de los quilomicrones y VIDL. Se ba devostrado que o

frroca entre 1o concentracibn de VIAL - lag Tirnprotoings al

s o - - IR
i con productos marcedss demestron

nes se liberon alfa~linenroteinan, o

do se inmzb:f—t, VIDL con linasa se forma beta=livoprebeinag do onracto :

gas & la que se encuentra on el suero, , \i
Ia vida redia de las alfa y bota~lipovroteinng es de vnos 4-3 oz,

po se alargs en el hipotircidismc,cue me peorts en el hin SRR

y en la hiperlipemia familier (tipo I de I Pradiicksom ). .

Bxiaten razones fundadas para supomer gue las beta~livorroteinas cue trans”

4
1

tan grandes centidades de colegterol csterificado sean catabolizades, on conli

nes normales, por las vélules de SRE, por un wecanismo, de plnocitogsis, La esiochy
AT a:

cacibn del colesterol como anteriomente hemos sefalados corre a cargo 2o la JOLL, S

los depée'itoo de colesterol esterificado que sc mroducen o los tejidos en el on-.

fermed.ad de Ta.ngmer (f21ta de alfe~lipoproteina a) son ocasionados por sota erzima
en tanto que la enfermedad congénitazcom falta de LCAT apenos se hallan Sotoren 4

colesterol ddndose la contingencia de que en arbos procesos estd my reducida &

falta la alfa.—-lipopmqteina coexistiendo con valores normales 6 elevados de beta~l

poprotes.na. » .
| Hay que mbrrayar la. 1mport3ncla de la apo—-A en el desarrollo de las sctivide

des enzimé.tlcacs ée la ll’oasa y LCAT. Tanto los quilomicrones como las VIDL toman

L rle. a.powA ..irwlente, la cual 2 ..nm.roq_u*’mcamen‘cn gimilar a la de alfa-—llmmﬁ
‘.bna. bLa diferente movilidad aleotroforética depende de la cantidad de apo-A que ha
e aido integrada,,, I!h‘ el déficit oongénito de apo-A se produce un warmbio en la movi-




lidad electroforética de las VLDL 6 prebeta~11no proteinas observéndose en su Juge

una auplia banda deé beta—ilponrctelnas a pesar de que el suero de toles vaclentes
es ribo,qn lipoproteinas VIDL, lo cual viene a corroborar gue la movilidad elecix
vfoxé%icé:prubbavesté redacionada con la presencia de apo~-A en egtos lipoorieinos,
a vresencia de apo~A en los quilomicrones y VIDL activa la lipasa y 1o LCAT y o
consccouencia el voder clarificonts del sucro; tanto es asf oue en ¢, d&ficit de
alfa-livoproteinas.de encucntran a menudo riveles de trig ILC.,.L"J.0.0... AL varocer no
existen diferencias fandementales en la formn de actuer de las enzimas lipnza ¥

ICAT sobre log glic8ridos de los quilomicrones y de las VIDL a pesar de su AL Ter:]

te procedencie, exbgena & endlgena, respectivomente,

o la hiooel

maAxinmo de triilictridon ocurre entve los tres v o

&l
paulatinanente a pesar de continuar lao dieta hidrocarbon

b} <

B gl P et :
a aotivided enzgindtica rovs hidroli

lo 1imd tad

.n..

anecidsd de adaptar los mecaniszoes da2 s mroduccifn

Q

de corhono,

®inalmont o

bisn principelmente lisslecitina, S admite que 1

natie es esterificada a lecitina, wenovendo de esta forme loo moléonlans owide?
b

lo cual viene a demostrer la imvoritoncia de les Iinonrdteinos on ol

Cdel estado funcional de la merbrana de hematic, on las. enformedodes do A&Mici s

lipoproteinas 8 de los fermentos que intervienen en la blodinfnica, seo oheorvias w

s a las alteraciones de su metabolino 1ividl

oL

melfas globulares debidas rrecisament

co. In el déficit de alfa~lipowroteina, los hematics conticacen mis leellina ¥ omom
esfingonileina ocurriende lo contrario en la abetalipoproteineria.

-

Es caracterfstico ol aspecto dentado de lom hematies (scantocitrosin) que e

presenta en la abeta-lipoproteinemia (véase nfs adelante). Racientemente Rele

PER (22) (Haxrvurd Med. School) ha scfialado el fonémeno de la acantocitosis en pre

enfermos con hevatopatfa alcohblica, grave; los hematies posefan un elevado conto

nido de colesterol comvrobdndose su depbsito y localizacién en la monbrana glo

lar, La incubacién de los hematies en suero normel perdiendo su -exceso de coleote:

- rol, viceversa, la incubacién de hematies normales en suero de los enfermos, do~ .

terminaba la aparlcldn de geantocitos juntamente con un esunmento del contenido gﬂn'
,bularAgn colesterol. En el suero de los enfermos se comorobd la ausencia 8 célici:

e LCAT, "

.
1




HIPOT"‘S'{S DB TRABAJ 0

I}espués de é&zﬁé&a' la extensa lite“a.tura, ‘dentro de las geniologia funcional
plaqae'bax-ia,, eccogimos las técnicas de adhesividad de Breddin, agregacién foton
trica de Born' ¥y el es'l:udlo comleto de 1fpidos por métodos quimicos y ror cromat
graffa en capa fina. _

By 1a ¢lfnica podfamos estudiar dentro ded extrnso camro de enf. vasoulores
¥y su cos}plwac*n.én més frecuentﬂ las trombosis mchos campog. Hemos escogido en-
fermos no agudos, por verias razones: a) podfamos estudiarles sin tratordento cut

alherera Ioe pftoon, h)

(S

i
|
i
|

estudiadas ¥y crecmos hay

tas pruchos.

El estudio de csta gemiologfs plagueteria en los enmfernos arborioesclerfiic

diahftices, dratamientoccon anovulatorios.e..otc. pretendfo los sionicntos ob o
’ 8 JE

v : !

tivoss E
o= Introduceibn y valoracifa de estas tfenicas en nuestro laboratorio,

2¢~ Ihferencizs ontre noridile es, Vv grurog potoldgicos de enfermos on los

i

su olfnica estadisiicensnte son Trecuentes las dtrovhosi B . 1

3o~ Fogibles relociones 1¥uidos séridos y prushas fundionzles Plagque

LUl

de- glos anovulatorios modifican las vruebas funcionsles PMoguetariaz ¥ 1o

. lfpidos fbricos?, | |

‘Do~ gHueden considerarse estas pruchbas como indica de hipercoasalanilildad
se puede presunir la instalacilsn de itrormbosis en enfermos con

bas al beraua.s"

v6.*~ Anadz.r prachas ﬁmcmpal»s 6 meyor expresividad a csics $6cnicas,

. -
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La extraccitn ‘wangre h se-cbn7agﬁja?y jefihgﬁ;SiliGOnada é

mejor como heamos hecho nosotros, despreciar las mrimeras gotas y mqie caiga direc.’

]

tamente de la aguja a un tubo siliconado con citrate el 3,8% (1/9).

Lo obtencifn del FRP la hemos reslizado por centrifugacidn a 1500 r.p.me Qo=
rante 3 a 5 minutos., 8¢ efestda o contsje de plaguetas.

Con una pipeta se obtiene PRP y se colocan en dos efmaras silliconadas, ung
gota en cada varte de las cAmaras de contaje. Se colocs ol qru'brec»‘sjetos.

Turante 10 minudos se de2jan reposgr lag cdmaras sobre vng smipzrficie plova.
Inmediatemente se retira el cubre y se introducen las cémuvas en cubetas de lo~
vado que contienen 9 vartes de suero fisioldgico ¥ 1 parte do citrzio ablico ol

3,8%: se efectian 10 pases de Javado.

Después 5@ ponens en cubeta para la fijzeidng cubrifndose la superiicle mom
formldeido al 40"/”:*:& reglizado con pipeta durznie cinco mimutos, -
 Mhs tards se.v;ex'te el formol y se lavan 1 8 2 veccs, en agas d\"“'ill Wifie
-~ Las E8maras egbsh 1iatas pars efectusr el coniuje.
© E1 Indice de adhesividad viene dado yor la rslacifng
n8 de plamietss adheridas por mm X 109 ;
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-Con este aparato se dispone de un mando para poner en marcha un mecanismo
megnético que agita un pequefio cilindro de hierro recubierto de pléstico que abne-
dimos a cada tubog este agitador, se mantuvo constante a 500 r,p.m, y ademis nos
hg servido de gufa para obtener el punto correcto de iniciacibén de la agregacifn.

2, Vitatron 400, Aparato gque asociamos al agregbémetro para obtener un regis-
tro automfisico sobre papel a escala lineal con variaciones del O al 1004 de den~
sidad 6ptica. (Fig. 3).

3¢ Tubos de vidrio siliconados de 0,8 x 3 om,

4o Batio a 372 en el que se mantenfan los tubos con PRP y dipiridamol incub

dose durante media hora.

a) . rico centrifugacitn a 15¢
durante 3 a 5 minutos de sangre ¢ '8, TGO en tuhos de pidstico dnoos
ble por adicidn de citrsic ico al 3,8%. (1 /’5;:',‘. e pi
quetas limitando log valores entre 200,000 y 3 1 46 P

£ TN . A & A |- o o S (RSB
ma an hél(’t‘,u O discrevs cenvriiugaclin,,

b) FPla

durante 30 minutos de sangrs entera dando contajes inferi

e = 20 T An aee HOASE RUW . DTSR B SN S
e en . le‘u eLas (T' ‘) soblenido POT CenNITIriiugacion a J«
o S R AR LW A A A A 5 : :

¢) Tampdn de Michaelis: a B 7,3,

d) ADP (Boehrin er;s Preparfbamos una solucidn madre a 80 micromoles, que se

G‘Q



congelaban ..a 208C, Se realizaban diferentes dilucichesj para nuestro irabajo he
mos utklizado mndamenta.lmcnte lag de 1,25 y 0,62 micromoles ¢ue se haclfan en el
momento de la pmeoa se cong °rraban enlre hielo hasta el instente de e adicidr
al FRP,

e) Dipi rld.&mél (Boehnnger)z a la concentracibn de 5 uﬁ.crog“amos/ml.

Técnicas ]
Una vez preparados los reactlvos y con la precaucidn de Loner el bhallo aso-
olado al a.gregémet'"o ¥y s oonex:ldn es medla hora sntes en funcionamiento, pro-
cedfamos a: : . ’ . :
1._ajugte del agrepbmetro: en un tubo se colocaban 0,8 ml, de PRP :),‘ 0,4 rl.
de tampén de Isﬁchaélis, procurando que el indicazdor de la gré&fica del Vilraténm
estuvicse 17 mis cercano al 5%, piesto gue & 0 poore vices 8¢ 108Taba.
By un segundo tubo se pOniaﬁ 0,8 ml., de PTP y 0,4 dc tampdn de Michaclis y
se ajustaba al 100% cosa gue casi siempre era posible,

Este asuste conviene repe tlr varias veces hasta yue se vea lo fijeza de Lo

valores. . S .
, 2 _hgregaciln con ATP: se ponen 0,8 pj. de IEF,

¥y ;2 de ADP a las dos concentracicnesy 1,25 (.62 micromoles, 56, pone en £oi-

cha =l gréfico automdtico a velorided (5 dsl ara ato) de 2 cm, /og. sentonces o8
pone en mar cna el arfnaaor sl migmo 'b:x.e"*po det vitratfn obteniéndoge lan curvas
de avrenaclén. '

3, Como substancia irh ibidora de la o pegeni b utilizanos dipiridesol

hors antes procediamos a la incubacibn de 0,8 ml. de YAP y 042 2l de

‘equivalentes a 5 microgramos. Despufs se aiadfa ADP en las dos oonsente

antedichas y se obitenfan los registros grificos.




VALO‘%JION DF LA AGREGACTON,

£

Con los actuales agregbmetros medimos variaciomes de densidad Opbica 6 de

- trensmisibn 6ptica de PRP y las diferentes substancias agregantes 8 desagregsn~

;tes afladidas,

las relaoimea denﬁldad Gptlca y a.gmevac.u.&n plaque'bana no estdn claras., Unos
bconsideran que hay una Felaciln lineal y para otros cs logaritmicu.
: Nosotroa,.hemos utilizado en ruestros experimentos el supuesto de relacifn 1i-
'*nes,l ¥y nos enfrentamos con las diferentes gréficas de agregacibn y un sin fin de
métados de valo*.z»'ac:y.ﬁn, los cuales ni estén ctandsrtizados ni son mdOd€licos,

Aconsejados del Profesor J. Riverola y desyués de revisar detenidamente los

métodos hasta ahora empleados, nos dimos cuenta gue las curvas podrian ser velo—
radas como curvas logfsticas.
Una vez decidido el tratarlas como loglsticas, obtuvimos una serie de pord-

metros dentro de 19s convencionales de esta  ocurvas gque nos sirviera para los do-

tos que gquerfamos ha.lla.r y zdenmds teniendo en cuenta cue lz Obtencifn fuera féci’
Obtuvimos cinco datos de cgda curve de lo signienie forinse
} ge trazen dos tangentes paralelasm en los pantos de ndxim infiexifn de les
gré.ﬁcas A agremcidn. Unjendo dichos yuntos se obtiene una lInea 5 )
la curva. en uh e;olo pnto, denominado yunto de inflexidng se to i

Zo&_.,tal nor dicho punto. S ndde la distancia entre los dos X

“t 2 . .
.LO:»’:;.{.‘)I. ¥ ‘3&‘..;0&, 61.: £ GG J.) f*_)u,!,. [N]

y por flucwme trazan una socanite al ypunto ds2 in

oular hasta la horizontel que pasa por ol mwmto de inflexifn a une distancls oo

1
;11/74 de megndo,.(Ver gréfica 1 ¥y 2).

108 datos que resultan de estos cflculos, som log siguientes:

Alfs : distancia desde el iniclo de lo agregacifn hasta el rpuni:
A 3 corresponde al doble de la distancia enire la horivontal qie poga »0%
el punto de inflexifn ¥ el miximo de le cuiva.

Bets ¢ €s 4 veces el val cuddruplo de la distancia entre embas tanger-

tes parplelas. .
g _C 1 Bs la diferencia entre el méximo de curve y A.
v Garmxs s es la pendiente de la cruva y egquivale al cufidruplo de la "&mp"m:m’:.ﬁl
'ﬁlar entre la secante al munto de inflexifn y la horizontal hasta este miemo punw
Estos datos emtadisticos referidos a la agregacin significans |
glfas tiempo de obtencifn del punto de mfxima inflexién,
.A: agresuclén mixiive obienida.
Betas valor que implica la velocidad mixims de agrega€ifn y el méximo de
*agregaoidna y que SIg‘ziﬁ ca €l nivel de agregacifn al que se obtiene la velocide
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Grafics 4. Normal.
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Gréfica 6. Normal.
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3 utilizande disolventes del dipiridamol, en

'9‘ 3 dltampén dﬁ ﬁcha&lis a diferentes concentraci

de ADP,

one
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'ar;_'lqmplergs'ia, mférmtes oconoentraciones de ADP,




Grifica 10.- Anovulatorios,
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 Gréfica 11.- Disbetes.
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“Arterioesoclerosis.




Gr&ﬁea 17.- caroinombrmqyial.




Arterioesclerosis,
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Gréfica 20,- Anovulatorios.




Anovulatorios,
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" Hasta el momento rresente no ha sido hallzdo un método plenamentc satisfact:

.
IMLT

<! f'

para la determnaca.ﬁn de los 1fpidos totales. No obstunte, el velor de este pavine-
tro os de una importencia relativa, dado que no es infrecuente hellar indiviaios oo
Valgxes-d(e Ifpidos tofales normalec que presenten algman d > I1ng froecionen 1ipfadie

cas, gque log :i.n%,e‘gran, sltoradzas,

Diversos han sido los mftodos utilizados pura valorsr los 1rpides toteles (Gpe
‘n;éti?icos) Turbimétricos, Acidimétricos, gasoméiricos, Fotomftricos, Volumétricos,
Oxidim8tricos, e;l:c. D= todos los méiodos desarrollados se acepia con~;u1mnimcw.d. ‘ajgue:
los que se aproximan wds a la realidad son loz métodos gravi sé urioﬁ,s; o obstente
' estos ,métoo.o.—; sonvexceswalaente 1d.b91'10&0$, no pregténdcse & nue tro julicio para la
rutina del Lehoratorios no obotante, en rvesire lakoratorio Lo utl 13 wemee novn Lon
trabajos de precisidn.
FUNDANATO T 108 FRTCIOS GRAVIITRICOS.—- Se toma una parde de sacwo, mumor 6 folis
se pesa, seguldamente, 2c nrocede a la extraceidn y mrificucifn de log liryidos oo
tenidos en la muegira. El extracto se ovarora a sequedad y se pesz resld0c.

~ De los i‘eﬂ’cantes métodos utilizados pera lo valoracibn de los 1fnidos totsies &
proce: dimiento Fotom%mco propuesto por ZOIINIER y KIRSCH he tenido fran acertoci

ate penrodi hles,

por £ faoi.h dnd de e;}@mclﬁn y m\‘e 1:1:*“ resultedos francas
FURDAIY -G DEL VOO0 FOTCIHITRICO DN ZOTIINR Y YIDSCHew Jos 1Ipides Jal svovs o0 o

tratados con soluci Gz‘ Qe Fosférico y Vainilliina sroducen wn color i

O oque ol

)

‘de delerminar iubomnd ‘iiricamcm’m. B neceserio reiocionar las exdincloncs oo 108 Vo

lores obtenidos vara los nismas miestras por mitodos gro frices.

vin
Eyte dltimo métedo ha gido ¢ adaptado, para la valeracibn de los

'pa,ra.r-anuestro C trabajs -, dadn la sencillez de ejocb.c.t.dn ¥ su reproductibvilided ¥ ou

 rios para su utilizacifn en ClInica. _
| TEGNICA USADA B TUESTRO | IPABAJO O PARA L& DETERMMNACICH DE LITIDOS TODALIRS,--
:a,temal: Fotémetro especial 6 de Tiltro.

. Bafio agua. o .
Reactivos:a) Reactivo de color: 4 partes de &cido fosférico + 1 parte de golveitn
| Veinillina al 0,6%. ,
'b, Potréns el pairén de log -test de l.ipi.dos totales del comercio, Uime

la signcm{.e relacifn: 1.000 rg. de lfpidogtcorresponden a 100 uml.
Como patrén muede usarse también Vonitrol. (Los ofleculos varien pava
“cade lote),




"v)-Aoiao mlﬁirico'para a,na.l’is:.s (9)--97%, ﬁen«:mad aprommda 1 84)
Pa;rc. cads sm‘::.e da anéln.sn.s, solo se emvlea una mcstre anim,m ¥y una 6 dos

1. Poner con g.pa%m s en tubos de ensayo:

M&lisis | Patrén - Anbnino

Srero _ 0,05 ml. . - S
Patrén - 0,05 ml. -
Acido sulférico 95—97 T 2,0 wl, 2,0 ml, | -

2, Mezclar bien y cubierto, calentar 10 minutos en agua hirviendo, enfriar a 5 =i
en sgua frfa. De esta manera la mezcla resctiva pomer l‘= emtipipeta en tube de ¢
yo limpio, ' '

Mesela reactiva - - . 0,1 ml,  Og1.ml, R
Acido sulfdrico 95-97% - - - 0,1 ml,
Reactivo de color 2,0 A, 2,¢ ri. 2,0 ml.

3. Mezclar y pasados wnos 40-50 min. comearar las sxtinciones del andlisig y dul
patrén con el anbnimo.
Ebttinclén _méximas ‘530 nm.
Filtro: 51(3-560 um, por oje. Hg 546 T,
’ }ibmsor de’ cana.: 1 cme ' '

Gélculo: f?on‘t;ezc;:sido total de 1fpidog = EA x 1,000 mr/ 100 nl.

-

s
I
o

I”A ¢ Bxbincitn del andlisis

, »Eﬁ = Briincifn dsl pavnén.
-Valore.s gegin experiencia personal:
o 500800 mg(100 i,
Valor medic 636 mg/100 ml. = ©




] extrae‘a b ¢ a. de ca.nfrre. v

® S

deja coa{ulaz-se, reposar una hora,

(#3
(&N

&2
[#3

%oxm.n 3 -ﬂ.écimas de mero ¥ e ponon en un tubo egpecial de colestorinas,

:»'

cibraz- stwnfiam (3 d&cimns ), ‘
Afiadir en cada tu bo (T’b ¥ S‘b) 1 8 CuCo @e fcido sulfosalicflico (cob la pera) ¥y
’”mezclar. - '

, Afadir 445 c. C. J6& éClQO uCéthO cmhluro, . L ’
,,»Tgpcl' los tubos con tc;pén de v:zdr:xo esm.m.l 0.0, 0.511;31' (ICJOQ de 1 ‘Vj_;;rta).

" Dejar enfriar durente 30 mimutos.

’w"’ﬁir 4 flf“xﬂ'(“ s de SON7 mare v nonelar.

p.

" Poner los tubos 10 mimutos en sitio oscuro.
“Teerlo en colorwrxn’co con F.L.i‘u:co 6:.

Blanco ?IZO dés L:Llada.

f&.lc*ulo- -
Cser s s 6o o 66




Isas.‘téonic:z mA usuﬂo" 'oarc. 1a vwlora,ciﬁﬁ e fos fol{p"cos ge baser en 1z de

termin aozﬁn del 4.5 foro IJ mdico. Iinsg resuliados se expresan en f86:foro de fosTolf

ridos y; som lcc.“:. una, calc..xl:mdo este a vartic de sguel multiplicéndolo por un o |
- tor, ‘ T |
. L?-f'é dei 31’1’13.;.“..,010118‘3 del féofo*'c se realizan en los oxiractor & precitvitados ¢
rres ron:is,erx ws tras aléi’e tifn con suiffrico, perclfrico, nitvico, ete, y valeracis
del f6-foro inorgfinico resul tahﬁe. |

la mezcla exbrzctiva mfs utilizada es la forrcgs por etencl-fter; ol oxtracto
obte“ldo con - ella g.w"?e servir para ceterminar el fésforo.

-

%roa métodes combinan extracciln y precivitacidn; se overa efectusndo wna ex-

tracoién cdn alcchol-fiter, msando el Pbofovo o &ter do netr3leo v oorec) o

o
i

con ac,c.tom,, y‘r'oluciéz sotursda de cloruro magadoice en etannl, en eute Hroa

se do‘tormmm log foafoll:
ZITVERSIMIT y DAVIS 11‘“0'111,]@:«*031 una t&cnica de valoracisdn de fosfolfpides o
precipi tado pratemo obtenido al tratar el suerc con trocloroacético. ZHstos sutors

u'l.llwan el &cide omrclémco vara efectuar lg, seatidn del preclipitado.

) Y.

Se mee’ien seu,ra,r los fogfolfpidos de lo derds comoonentes 1lpldicos mediante .

~

2aciln g

L]

la cromatog rm.,.a en columno de fcide spilfcicc. De opera, cowo g contl

dwas Se efectug wa extracto de los Ifpidos del sugro por cl pfitodo de WO ¥

;pone en la coluimz, esta ge somete & dogs elucloncs, la primera utiliza como eluy

el eloroi‘orm, coneiga ifndose la seporacifn de glicfridos, cclestoerol 1ibre y col

'Bero.L estemﬁcac’io. Una’ sgunda elwc-(‘n con mebtanol separa los Tosfolipidosn e

puedon ser valopradog por los procedimientos ya descritos,

'*-*uaim en 1%2, p“o**mu un nétodo o wimdtico pare la valovecidr de gilcemolon
fole:Ldo.&,. Pote comprende las s:a.gtmmh etapas: ) Cromatosratla en columna de ¢

do sil:tc:;,ce, ‘b) Hidgrélisis de fosfollridos con KCH, o) Pago del glicerol-fosinto o

glvicerol, nediante fosTatasa 4cida, d) valoracitn del glicerol, formade por el
1 t’odo de wmmm. | |

1 'ex'oi;ir‘af'a »
Glu, e @licerol = I = foufato + ADP

Gliceral:ﬁ'gsfa‘bo leshidrogonnss

Gli cerol + ATR

Glicerol w I — fosfato + FAD - Dikidroxiceetonn
fosfato & WADI + H'
(Test de WARBURG)

fex*m&o me deduce el- glicerol pmesenye y de este los glicerofos jfoli~




3 _ ‘aga destilada (solucifn n® 1)
h) __"Solucu.ﬁn de é.o:Ldo tnclo:e cé tico 1,2 N (soluc:.évz ne 2) !
e);. Solue; Gnv#de moll‘oda.to a;mémco Q 04 ¥ aa dcido sulﬁim.oo,c,_) ¥ {sol.3
d) Solucifn de Vanadato ambnico 0,021 M en Acido nfirico 0,98 ¥ {sol. 4
. e) Acido perclérico T0% p.n.

f) .&gxa oﬁgenada 30% p.a.

De«broi:e.nnlaaczdn. } -
” Se plpetem en tubo de omurlfur"a, dc 10 ml. ..
- Sue*ro, resﬂ. orina diluj.aa - 0,1 mle
= Solucifn 2 i 2,0 ml.

Se mezcla bien, d6jese estar 10 min, a lg temperatura ambiente y centrifugar 10

minatose

¥l sobrenadante claro se va.er‘l:e en un ‘tubo de ensayo ¥y s& una vara la determi- !

naok £ del fploro inc otubo Ao oo me celoon hoon phoda toarely
5 min. sobre papel de filtro ¥y luego se serars el resic del sobreonadantie con

de filtro. Bl precipitade sirve para la determinacidn del f6-foro de fr-r rol

vEﬁsf‘nro'de fonfolfinidos en el suero.

 Pipetear en tubos de ensayo y en el precipitedo del tubo de cenirling

»6 prufrba) Ten pectlvmen‘be: |

| - | Rlanco  Spendard Prishe

Acido pe1"g15rico o ‘ .0 0,5 nd. 0,5 vl | 0,5 1.
Solucitn 1 - Cy1 ¥ -

hguz omom da o ' - A gotas | 4 gohes 4 gotas

Iu{ozclgsc y dé3z=s0 15 min, ?80-2’\0“0 con el blegue de calefocoil f”n ¢ bafio de )

o

'aceite de '.‘;11.1.0011& 6 de 13a:r~m,na. T contenido del tubo de cun t,wiff‘ug, lehe sor ab-

soluta mte claro é :1.ncolor0* n otro oo nu, debe aladirss desiu 263 de oafrliar oo

- 4 gotau de d,a'l;a ozm fwzada ¥ ugeﬂr nuevenente 15 min, :'}\,uru &s enfriar a la bemper:

h}imivanblente, a..iéfianse. ’ ‘ . . . )
© Agua destilada - 2,0 ml. 2,0 . 290 il
301u0i6n3 el T e — 1,0 ml. 1,0 ril. 1,0 ml.
Solucibn 4 fft‘»v{ s PRSI 1,0 ml, 1,0 mle 1,0 rl,

M&zoleaq ya.l cabo se "mi&e l’aféxtincién de le rrueba (Standerd) frente ol r:lz»m:“
1 "‘=Gon valores supariores a los 50 mg/wo ml, de fésforo en suero § 1 . por 100
’>.m1. de’ fdsfaro en-emna ‘B’ mezclarén 0,? wl, de suero resp. de dilvcibn de cring




,;:o'd.gcnada como J.se ha deo m?.c rara ",.6r~foru de fosfolfpidos" y tawbifn do los =
- mos. volﬁmcnec- -',”& agua, solucibn 3 y soluciln 4. . o

. I&ad:.d,:a Y. idqul_vo como en "fésforo de fosfollpidos™,

I}etrz“r:nwca.&. clorimét uncmm - X .o

Lond
7
i

Iong.z.tu de ondas 400-420 nm. {De e;. He 405 nm)y cubeta de vidwic, 1 em.
de luz; temperatura 20~25¢C; medida frente a blanco.
P8c=forn de fosfollfnidos vy total, fosfollnidos,

Prucba x 6 = ng. de fésforo de fosofollpidos, resp, total Pogfolfidos en 100
" gtandard de suero. - .
Fésfora de fos foliﬂlc‘*o.a X ?5 nD. de fosfolirides como lecitina en 100 nml. d=

il e

suero. '

V&lormﬁ nmr.l,l eq CUOT O e

5-12 mge de {6afore de Losfolfpidos en 100 mle

150-250 mge de fosfollyidos en 100 rile

OB“)' ‘PVACI(‘

naréd la giicgrinag libre y luego la grasa
ge diluirdn 1+9 con suerc fi.sficl(‘:-gica para 1o deterrdnacidn de la giicering,

S« pecomionda gverigcuar una ves, para cada envase el velor en blanco. FPove

se efectuard lg determincoiln con pgua en vez de suerc, Lo differencia do ¢

que se presenta asf después de la adiciba de ha suspensifn 4 se restar

de la dli‘e«-rczwcxa de la e,m't.znmén con la prmom 85 se pone un extracto Fololh-Spe—

rry de tejido e} suerc me evaporard desmids de ;.;Ll’cmm Zn la mezcls de dlgolventen.:

E residuo se s:s,pomflca come se describe con 0,5 wl.de 1ejis de potass '100}1&.‘}10{:‘:‘
EIFICACTO.BQ“'

B tudo de centmfugacz@ se pa.petmm
- Spero 0,20 mi,
'~ Totasa alcohblica 0,50 ml. |
Qo mezéla, se cierran los tubog ds ensayo con iapones limpiog 6 versafilm, se
bdejaf estar 30 min. a T02C en baflo marfa y se enfrla luego a la temperatura arbient
‘Soluecibn de sulfato magnésico 1,00 gl.. o
S mazcla 'b:.em, ‘54 centrifugs y se pomen 0,5{) . 6 0,2 ml., de cobrenadante

olaro pa.ra 1la deterndnacz.én de la glmerma.

[  SATONTIFICAD) (TOTAL) -~
»cona;cicma e traha;.os L




\\\\

| l&cdida i‘:cmte
100 nl. de: ama) o
1’1 pctmr e.n una‘ cubz:‘ta'

o _ RAOT O GASEYO ' Bend ] croen 52y 0

s&mci&i o o S osom. 0,05 .

‘Suero 6 se‘b*eqa.dante ‘ B 0,50 ml., 0,25 wl, i,

Sus*aem cifn 3 T 0,02 L, < 0,07 il |
T Mézclese con 1a esmmla Be pléstice y déjese estar 10 win. a la temperaiura

vaﬁxﬁiéﬁte;:vwego”seﬂmde la extincibn :1, S ' )

.;J srens aibn ;‘5 0,07 rid, , , 0, 0% ol

Mézclese ¥ esnéresc lz parada de la reacciln (unos 40 mine), 6 =n otro ceso &

gase oiway }-J lectures on in torvalos de 2 rinutos § extranoler 2 el tiompo de

adicifn de la suspensifn.

e B
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. DEITRMINACION DT GLICRRIDOS

La técnch emp&cada en nusstro trekado s le de EGCSTEIN. Con ello se deiocr— |

a mina el gl*cerol libre del sucro, tras saponificar esie se determina ol glicerol

- tot&l y por dlf’erenma entre el total y el libre se obtiene el gliceroi de glic: |
~.;  de’ &ste se urzznsfov'ma en trlgln_cpmdo mltiplicando por el peso molesular medic
de estos (885). ' ‘ o | | ;
La resccidn transcurre en tres etapass . '

| a]’GlicerOI + ATP Glicerokinaga Glicerol-i-fosfate + ADP

: b)vasfognolpiruvato + ADP Piruvatoirinasg Piruvato + ATP

L T
ate + NAD

SR &y ey "l’ 2 i
s A e Ry Fi 0

e) Piruvaio £ NDAL + 0 Lactzto
' f’I)eterminado el NAD (test de WARHIRG) se conoce el glicerol y de ésbe se dedu:

cen los triglicéridos presmntes en el suero.

Material.

Eapeéfdgoﬁﬁme{ro;’ !
Bafio marfa. o i ? ' é

'>Reaotiv0q. N .

j?) Sﬁlucion fa )Gn O 1 ¥ trietanciasina
iv“,bxbb 0,004 ¥ sulfato magnbsico hasla 150m1.
"‘2) NAD 0,006 My ATP 0,033 My PEP 0,011 ¥ (solucisn 2)
4) 2 mg. S}'{/ml., (solucibn 4)
»: 3) 2 mg. LDR/ml. 1 mge ¥X/ml. (solucién 3)
"~ 5) Solucitn ctenblica de KOH 0,5 K.
~ 6) Solucifn sulfato magnbsico 0,15 M.

. Avreviaciones quimicass

‘f NAB ;w'.§n;‘a,¢...4...... Wicotilamido adenosin dimucledftido
" ATP geeeievvenseensersase Adenogin trifosfato

PEP "l;;;;o;;ccoO.oeoocs Fosfoenol piravato

metcvqo sspOCEsPaROOITEET L&CiOdeShldngf‘n&S:,

PK vv::-tvonﬂoo sevevsaees P.x.mva'tokma.sa

eseses Glicerckinasa L

. GK eassnsversvreee

““‘Con &3ferencla§ de extincién adbre 0,400 (366 nm) & 0,800 (340 nm) (334 nmj s
5de7suero 6 del sobrenadante con 0,9 ml, de suero fisinlégico ¥ sc

: mezclan 0,1 ml.r




Lafs re ac:.ones ée vclﬁmrwes 6@ ’fosﬂ; enire log ensayos ¥y sem
g

mm‘he 2,5 ‘E. Iu penum-a di ferancia estd vor debaje del 19y
| GL:rcm;tm TIERE.
R 366 nm. x 1755 I&g..,.,} de glicercl en susro.

B 340 nr. x 9, 30 = pg. de glicerol en suero.
B 334 nme % 9750

[

mz.% de glicsrol en sucro,

GLICT}E’JT\A TOTA DISTUIS

v

E 366 nme x 14.9,0‘ = ’;::‘-;J',:i de glicerol tobs

E 340 noe X 79,0 = Ifw'. G gllcm."\l total en suero,
E 334-nme X 82,0 = ng.t de glicersl fotal e suerc.

mg. de ;,licerol total ~ mE. % do glicercl libre = mg.$de
, mg.;‘}ﬁ de gllcerol X 9,62 = mg de grasa noutra,
Valores normales on. myeros
Micerol libres 9,)-»1,7,,5:..?3 . -
Glicercl de g}ﬁc%mw‘ TyT=1749 .,

_'Gras'* ncutmz 'I‘“ivl*scémﬁrw 14172 10 L

i~ricre no s exashs

] s et .
puede desprociarse,

glicerol & le glic?

'Para los ens:woa !ﬁai}"‘é v ﬁe'*u- cro meden smylearse los mimmoan factores de cdloulo.

rif




_LITOPROTENAS

ACETATO DE CEIULOSA.
. _ﬂ,vvlﬁé‘touo de COLFE ¥ vttﬂv"-vr-—\

A momen"to del uso preparar el colm-;ntw

| Rojo Ciba 73 100 mg.

" Negro Budén , : '
Etmnol - 60 nl.
NalH 5% | . 40 .

' Una ves terminada la electroforvesis: .

' [
w Sumergir 5 win. en nod dieo

- Colorante, durante 2 horas. Desecher

. = lavar con agua del f?rr‘o durante 1-»@

- Conservar sumer {_.,1(3‘00 ENn AL18

. wLeer en densi témetro si se desea.

'ae segulfa egte proceso:

Digolver bien, No filirar,

minet

£y e
Ve

- Fljar en formaldehido 40% dqurante 1 winuto.

- Simorgir en glicerol T4 durante 2 minutos.

- Extender en unaz pleca de vidrio, eliminado

v eon papel de filtro.

- Secar a 50~609C observando de cerca la desecacién (4~5 min.)

el exceso de 1T

ﬁv’iseguma que empiece a emblanquecer, despegar on caliente,

vEs pemble desocar 1&3 tlrauu, para 1o cugl desmés de lavar con

- Tntroducir las tiras entre papeles de filtro con un peso encima.




&0}'5’2."" «’”AFFB.J

-,--.-..,, T AD Sm SRS S

IRV .L f‘mq ’.!l:sg.»l qo

- COLORACTOY

ate método presents méjores ventajas sobre la tfenica clfsica, en especial se
. nej ,

na tiempo ¥ me obtienen mejores resultados.

iy

nétodo e's co*qo s;i aun: 'F‘r )a:ccur un uecucmo volum,.n de solucidn saturade de Woir

m:muto I‘i 1‘!:1'31‘.

j’}d.a su volumen de la solucifa eclorznte /” c.c. de saere y O,

T 3 - U S 05
Then Sy 2w s ShAn Y ey - IQF
u:Ld (2SI 61 5 S S PO L0208 L'.D (VA

CoCo HOLUCH 51‘ Toir au

§

fugar. ,' i

» I}wctuar ia electroforesis (5 ﬂwI"“', 1&0 voltios) con una cantidad de suern de §
iy tirase |

v Seca;r' las bandas al calor,

| Ehtonce:s estén pre..;baw vara la lecturs, |
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Se towan’ 2 1l gaero y se pre o_iia_itan e matraz de 100 ml. , con 32 ml, de clo- |

formo—-mmtanol (1:1),

Evaporar: & Sf*quaé.a.& en Totavapor ¥y enfriar a temperatura ambiente.
mluir con 50 nl. de clorofornc, '

“Piltrar yv agiter o 15 mle de agus destilada.

8¢ deja en repomo durante unas horas, . . - L
Be separan 25 ml. de la cepa inferior (clcrofém:zica) que contisne log Lfnvidos. -
Se evapora a seqaedad. :
Se Tedimielve o 0,5 ml. de clorvoforme-mrtancl {'I l)

Y




LA S

1) Preverccifn de la-cann finas
‘Se-tema 50 gr. de silicagel @ (cxc’f‘) ¥ se a*’::w?e 100 ml, de aza destilada o
un frasco Hrleameyer,Se aoita durente 2 mine, vy medio ‘exactonente ¢, con objeto deo

“tener condiciones idénticas en todos los exper:.mmtgs. Bete mescla sex vierte s

“la clmara de un eéxtensor Desaga que se hace deslinar sobre

“(Limpiadas con agaa y alcohol muy esom,ml, omanente) 20x20, srorodas sobre un oo

‘ﬁe agnecizl mare eote viinlo,

S I 4 dn Fhi. o
g un annrohe Mentorod

unaforms autondtica.

8¢ meden emplesr otrom $3ipos de capa fins, cormo la polliarida 6 el sili
‘de diversa comvosicién (E, GFog, HF., Silanizn: i),

‘Para la cromatografin on fase ":Inv;r*biéﬁ, gi enpleamos el nitrats de olota e
Cluganr vﬁe'mezclar el silicogel eon sgue, se mescla con una solucifn acuoma de ni--m?

;é'bra,to de dlata al 12,57, conviene en oste ongo iirpiar r&zidanemibe ¢l evhemson, 4

odn da vloss oo

To iwpregnaciba eon undecano se vorifiea deamufa de eoiny !

hab:i.i“‘:tialmt@o Se sunmcrge durante wedio mine o 2l en wn viciide

'en"tc‘s» que conticne una soluciln de undecano ak 57 ey fte

=

3 (:«nz

a contintizeifn evaporar el Ster de vetrfloo i .

-

Tas ylacas prevarsdas deben ser "e.m‘:i‘mdszsz", es decir, dechidratades,; wor le

cual se introdncen ‘en una estufa ds descoaniln a 130° durante 30 min. 81 estog

plecas no ge emdlean 2l voco rato de sur activadas 3 enfrindes, deben iniroducim.

‘me en un remmmta e contengs un adsorbente de humedad aobientol (Silicnsol
£ \

Camul)e

»»Bmden usarse, asfmd amo, pla,cas preparadas § 1dminas de aluminio sobre lus

v :’ Que »sa“ha,*dem”ltado ¢l silicagel” (Cromtopla,céa 8 oror matofolios).
»’2) Pre‘ba.ra,clén de extractos livfdicos:

- a) Sueros 2 ml. de mpero se precipiten en matras aforade de 50 wl, con 32 ul, de
cloroﬁﬁrmnametandl*:':("3"‘-’3":‘“)’ 1legando a ebullicibn unos momentog. Se deja enfrisr a
 temperatura anbiente y se diluye a 50 Wl de agia destilada, Se dsja en wenon

oparen 25 ul. de la capa inferior (cloroffrmica) que coniienc 1°*°.‘« 5

‘ ’sequed'zd cm rotavanor (Buchl) y se disuclve en 0,5 mle de .




a) Sevaracibn de 1{;;% neutros.

g La SCP@I‘&CEUIK de 1fpidos en ‘Glasen, et decir 8sier de colesterol, trigiicéri
x dos, colesterol litwe, &cides grasos libres y fosfelfpidos, se vonsigue mediant
nﬁltipléévsif tonas. Nosotros hemos expleado dos sistenas distinio
| Una vez preparada la placa cromatogrifica y hablendo dismesto log extractos

& 2 om. del borde inferior, se prepora la cmara cromatogréfica, Pe ej. Ynatmemn
| 2 M1 con objeto de conseguir una saturacién total. Kiadiendo los solvenies qu
bitualmente son, 'clcréférmo y bencenc {3:2) wnos 100 c.c. se espera que se galure
oz intericor. Se empnora que &l

1a chmara ¥ acto %r‘ﬁﬂo se Sntroduce la piaca on eu in

88 BeoqE a temperatura noblente & tad

la placa C*Oﬂat0gfﬁfioa vy esperando cug
mejor a 7000 <311rzm.,e 30 min. Se deja wafriar y le placa estd disw

velado, Que'descmblremos en el préximo apartado.

o]

' Mediante egte sistems se separan de arrTiba a abajo los sigvlentes compurestosy

indiccmdo Tos RF x 200 y los cm. Tecorridos.
" Egteéres de colestercl (77: 12,4/1
Priglic&ridos (21:3,5/16)
* Colésterol libre (5839,3/16)
AcldGS{’TuSOG libres (6:1, 1/16)
Fosfoltpidos (0:0/16)

vOcas:z enalmw.te por encima de log &steres
s ho demostrado que se trats del-escualeno, Asf mismo en o

de colesterol se sevara otva {1

caniones me oof

:fs”mono“y“diglic%riéos’ y 6steres metflicos.
Hemos msa,:,rado en slgumos casos la cromatograifs bidimensional empleando

desarrollos ‘el mismo disolvente,
Otro sistema que ocasionalmente heros usado (Malins y Mangol d), es la mez

' de éter etﬂieo, gter de petréleo y &cidos actico (10:90: 1). Recorrido 15 cm.

117,

separan 1as sigaientes fracciones:

- Es‘teres”de colesterol
- ’,%igllc&;*idos
grasos libres

.
2 na-

vvvvv e 45 min. ) ech vdc;::

iesta para ol ro-

o1 ‘\'mr) v\n



Bay-ton,Mao;Lhraywyﬁoz‘risen (1970) -estudiaroﬁ las combinaciones de solventes
~ para la separdeién de extractos lipfdicos, consiguieron las signientes separacio-’
nes sobra- S:lecaael Gy _ R , ‘
Gon:d‘;&ti;‘s bex *-‘Lence.nwewmol-éomo—do t.wo (40: 5C525042) S'BC@I."‘Y Uit TUREVO
desarrollo en la miswa con dietileten-hexano (6:94).
~ Esteres de colesterol |
Triglicéridos
1 3 Digliclrido
1,2 Dlghoémdo
AcldOS grasos libres
: &cll-monogalactoell diglicérido
2 monogliclrido
6~Owhcilesterilglictizido
Glucelfnidos polares
Fosf‘oglieii'i&os
Una sepa.raclén semgjante se congigue en un desarrollo con CLOTOFOTHO—Ase toriae
metanol—écido acttico (73:95:1,5:0,5). ‘ e

Una ma;ﬂhr .ae}m'aolcn de las Tracciones polares la consiguen Claytén, Mac Mo

rTay ¥ I’fCﬂ‘r‘lan con cloroformo—acctona-smua (30:60:2
.‘.m«:hg y Wc"{:f‘"'"‘n recomiendan un primer desarrolioc pars doo Lipidog séricos oo
N puc g:mol NH 40}1 (2/ 1) Recorrido 3 cm. ¥y un segondo recorrido con cloroformo~tor:
ceno (3/ 2) |
b) Se}j)arz«zolsn de 8steres de dolesterol.

Loc: ster@s,ae dcidos eTasos de colegterol se separan entre si medianie 4 elu-’
clone.s ae ‘!0 cn, cada vex ¥ & ec,ado con aire oals.eq e despuée de cada una, con Stel
de pehréleo (60—80) yiclomformo 90/‘!0. w t:zempo de cada elucién es de 25 min.
Se preparan les signienies ésteres:

7-.. Colesteiina-estearato 3-4 om,

Colestering linoleato  2-3 oit. N R

-~ Colesterina linoleato

< Colesterina araquido-

f folipldos »eéncos. ‘
: . aspla 820y 30 lambdas del extracto sérico. Segundo recorrido ‘H“'
on’,secada imerme, jo, ‘con” clorof‘ermo-metmol~agua (65:25 4). As? mismo hemos




empleado”31 s1sﬁema que~recon19nda Carton y cols. (1968), cloroformo-metanol-ague

écldos acbtico (66-30:5: 3). Recorrido 15 cm, que tarda unos 30 min. en reslizsrse

En el suero s separan cePallna, IGClt;nd, egflngomlelznas y lisolecitina.
” *~ CePalinfeeeseereccenseccanasansonnsss 60(854/13)
| ﬂvf Lecztxna..............»..............-37(5,25/14)
- Es;*ngomlellnas.......;.............. 25(3/14)

' "' IdéOIecitinaa........u.............. 23‘3,3/14)

4} Sevarscién de triglicfridos.
, La separacién de triglicéridos sl se consigue por media de la cromatografia ¢
fase invertida, impregmando la capa fina (Kieselgue 6 Silicagel)con diversos agen

tes(tetradecano, solucién etérea, aceite de parafina, aceite de silicona, solu-

cién de nitrato de plata).

I SR SR S S
con witrsto de __»Jj.«::. oy oot

Nocotros hemos ensavado la im
12,5% B lugar de mezclar ¢l silicagel con agua lo mezclamos con la golucibn ni-
trate de plata. Conviene iener presente las placas se estrépean fécilmente. Incs
ma de la place se hace dn depdsito de 40 lawhdas de extracto de suero. Gomn i go!
ventexse.emplea benceno. Recorrido 15 cm, Tiempo 15,20 min., Con este m&iodo se
congigue la separaciln de 56 compuestos e por el momento no bumos congeguldo i

dentificar,

hete

»Hichaelsxy.cols. (1962} ceparan en gasro los siguientes triglictridoc:

- Trilinoleina

=~ Oleodilinoleina

- lino$eodnleana |

—~ Triolina ,

L Triglicérido no identificado,

:Hofmann (cmt. por Malins) cons igﬁe ig separacibn de 1 y 2 monoglicéridos medi
ﬁante capa flna de Hldrox1tapatita, empleqnjo como golvenie metilrropilcetona a
v;f1oac.

. e) Senarac*én de fcidos ETBI0Se .
Eﬂ método ideal para la separsciln de &cidos grasos es el cromgtogrifico en

,faae gaseesa. Cuendono se dispone de egle instrumento meds emylesrse la cromusto-
.grafi@;qn}capaffina,sabre silicagel silanizado.
_ Bennett y Hofmann (cit. por De Heusser) empkean como disolventes dioxano-afur

&oidos fbrmico (60:35:5)+ La separacifn se consigue por un procedimiento con tmic
duracibn. Eﬁnaién con solucién &cida, posteriomente la place
aco durante algun0¢ minutos, Con esie m8todo se consigue so- .

parar los écldos egteﬁrieo, p&lmitlco, mlristzco, Iéurlco, caprinico y caprénicc..




fLOs pares critlcOS no se senaran.
e ) :emplean la formaecifn de derivados acetoxi-mercuri-metoxi,
v ‘para la senaracién de écldcv grasos hacen reaccionar-la mezcla de llpidos con ace-
: tata'mercdxi@o_yimatanal,.flaandoseven los dobles enlaces de acuerdo con la ecua-

alén.

ﬁﬂ daqarrollo cromsterriflcg se verl{ica sobre silicagel G cor log signientes.

so;ventes, ﬁrimero-
L ~ Bter de petrflec 4
.= Dietileter 1
segundo desarrodlo en le misma direccibnt
= Npropanol 100
o, Acido acético. ,
. Bmplesn como indicador e~dlfenil~carbaupﬁa ¥y varor de iodo,

N . i A P b e
netilicon de los

Privet y colee (1963) fraccionws los &esteres de coules
gcidos grasos derivados de los fosfolfpidos del bigado de la rate, segin su grado
de insaturacién. Emplean una capa de silicagel impregnade oon nitrazto de plata.

- El golvente consia des ‘
~ Bter de petrfleo 80
..~ Dietileter 20 | |
- Ingicador 2,7 diclorofluoresoeins, con esta téenica se separan pe.fect monie

setiloleata, yetLllnoioﬂto, notilaraquidonato.

KETOI0S DE DRTICCION.

‘Los métodos de revelado varo 18 cromatografla en capa Tina aplicados a log 18

- pldos, SOn muy NUMErosos.

“15K030+roa emplearos la tincidn con &cide forfomolibdice al 10” Tina ver secn 1

'placa cromatovr&fioa, ‘se colocy en una campana donde, mediante un pulverizedor)

v\?.nn

,'frav&éf omg, aparato compresor 6 Jjetpek) se hacen varias pasadas sobre la rials
, 3

- oon la sobucién de fcidoz fosfomolfbfiico: a contimzacién se introduce en la esiuf

410-13020 durante 10-15 min. apareciendo los 1fpidos de color negro, con el fonds
"“é%iilo:‘ﬁﬁeaé*decOIOrarse el fondo introduciendo la placa en una chmara que-con:

. tenga vaporea ‘de amonfaco qurante unos=minuots.
~ Las asperciones con solusién 2,7 diclorofiuvoresceins y con rodamina P (0,5¢ ).

‘ipermuten la vicuilidad de los 1£01d05, bajo la luz ultravidleta, Este método tie
interés en la cromatografia preperativa, para aislar un grupo de 1fpidos deterii~
e.reeromatograflarlo en capa Ting 6 megor con el cromatdgrafc
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ma2 ..

vromaiogr*fZa en canﬁ i’ma aplicada al esiudio de los 1lipidos es un sister

ex*l:ram-dmar.mmente .;n smte por cusnio permiie un cstudio cupniiiative do 1&gz
diy rsas c},gsezs de lipidos en »oco, *iem'zo, en tanto la aplicacifn de wéiodos gui-

micos 1levarfa un r._i'mero e'evada de horas. Sin embargo, el método cromzlogrifico
- es por excelencia cualitativo y semicuantitativo si se trabaja en condiciones
standarde. Permite hallar ¢l sumento 6 disminucidn de una fraccifn delerminada.
Nosotros acostumbramos a emplear las denominaciones siguientess |
~ Cromatograma normsl es aqudl que comparado con un control conocido (Metrix,
© Monitrol I 6 pool de sueros normales), presenta lz misma intensidad y el mismo
didmetro de las manchas livfdicas. '
- Digcreto aumento, notable aumento & gran anments de une § wio frocclones, reio-
rido simepré sl control normal,
~ Digminucién de una 6 més fracciones, es un término referido a la disminucidn d«
~difnetro y de lavintensida& de color de una 6 mis manchas.
%mofse» &esprezide de los dicho, cste tipo de valoraciln es my subjetiva. Aho
Ta bien, después de una dilatada experiencia en ls valoracidn de los cromatograms
creemos gue ¢l criterio exmesto si la valoracitn la realiza el misuo individuc
y esfa hecho el cromotograms en las mismas condiciones, el criterio esg vdlido,

Llgunas veces hemos comprobado gue on un oroszbograma sfrico valorado com

" normla, la cantidad abrooluty de 1Lpi dos valorda guinicamente ectd aumentads £
’ ’.f}ﬁaisminuida."Aetualmen'te, tenemor el ériterio ds gre la cromatografia en capa Fino

o B O

aplicada &l estudio de loa 1fpidos s:érmo sy es un miodo excelente como "Horee-

vv,ﬁiﬁg"vde dlslxpﬁmas, -pero *Lw,ndo iniercaasconccer exactamente los dlverscs ma-
rémetros 1ipfdicos debe recurrirse a mélodos quindcos y cromalogréficos on fase

. 4 pesar de los dictm, estamos convencidos del valor del método croroto-
" del.qtie deben conocerse sus limitaciones y sus poszibles wausas de exror.
Ry En la valoracibn, el perémetro cromztogralfa, 1o hemos reducido a normal

o »v»."’baumentada. é é.a.smmzida dado que lo acompafiamos de la cuantificacifn de los demis:

. "Valores lipi dlcO
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*'CROMATOGRAFIA det Ek;teres de. ooiesterol; :upi-
dos ‘neutros y Fosfolfpidos de ex‘araoto 11ptdioo
do suero, S T 4l v
 Adsorbente: Silicagel G B e
Solﬂutess Eter de petréleo-oloroformo e
;E . Eter de petrdleo—éter otﬂioo-é,oido i
- lac8tico, _
' 2 Gloroformo-metanol—aoétioo—agaa
ﬁnoiﬁns Aoido fo:;fomolfbdioo al 10%.

dommamios

MScreto aumento de los &sterel de oole#terol
y triglicéridos, disoreto sumento de Csteru
 monoenoicos y dienoicos y discreto mmto do
51.. esfingont el inss ¥ um.mm. %

mosmm e R A
Moololmuil. | g
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e
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 DIAGNOSTICOs

CROMATOGRAFTA de: Esteres de colesterol, ILfpido:
neutros y Fosfolfpidos de extracto lipfdivo de
BuUero,. '
'Adsorbenteaa Silicel G,
Solventess Eter de str6leo-cloroformo,
i Bter 22 petréleo-éter éﬁlidp—léoido
.acétic . | :

- Oloroformo-mtmol-aoétioo-agua.

Tinoiéns Aoido fosfomolfbdico al 10%.

\
GOMBNTABIO:

Croma%og‘ama noymal, discreto aumenta de los és

teres satura.dos, monoenoiooa y dimoiooa ¥ oro-

matograma normal.

 Diabetes.
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CROMATOGRAFIA de: Esteres de colesterol, 1LIpid
neutros Yy Fosfolipido:; de extracto lipfdico de
suero. S
;‘ ,' Ldaor‘bentes Silica.gel Ge
8017entes: Eter de petréleo-c¥oroformo.

_ . Eter de petréleo-&ter etflico-aci-
3 ~ do 'acético,
| Clroformo-metanol- acético-agua.
s !l'.inoiﬁn: Acidos fosfomoubdioo al 10%.

Bt ccmmame :
it cromatograma normal, disoreto aumento de lecit:
i na v esﬁ.ngon:_lelinaa ¥y oromatograma normal.

| mwnosnco:

Arterioesolerosis. .

v ot 3
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: -‘.CROMA'IOGRAF‘IA de: Esteres de colesterol, Lipi-

dos neutros y fosfolfpidos de extracto lipfdi-

. 00 de suero, ;
Adaorbente: Silicagel G.
801ventess Eter de petréleo—cloroformo

Eter de petrélet-&ter etflico-Zoi-
do aoét:loo.
Cloroformo-metanol-acético-agua.

'1‘1n016nc Ao:ldo fosfomolfbdico al 10%.

.,OOMTARIO:
”cromatogra.ma normal, Aumento de los ésteres
.. monoenoicos y dienoicos y oromatograma normal,

~ DTAGNOSTICO:

 Arterioesolerosis,
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CROMATOGRAFIA de: BEsteres de colestercl, Lfpi<

‘ 2, /; - dos neutros y Fosfolfpidos de ex‘tragtb 1ipf-
: — | dico de suero, .
| Adsorbente: Silicagel G. ;

| Bolventes: Eter de pet'r6leo-clorofo|frmo s
: | Ete: de petréleo-8&ter etilico—ﬁcid{
acético ' : X
* cloroformo-metanol-acético-agua.
Tinoién: Acido fosfomolfbdico ak 0%

COMENTARTOs _
Cromatograma normal, discreto aumento de los

_ésteres monoenoicos y dienoicos y cromatogra-

ma normal,
o e DIAGNOSTICO: e
G e - Arterioesclerosis,
\
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