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DIVERSAS PATOLOGIAS.

Dra. Norma de Bosch' e Irene Bosch?

Universidad Central de Venezuela '

Facultad de Medicina
Postgrado de Hematologia. Banco Municipal de Sangre
Caracas. Venezuela
MIT, Boston,USA. 2

Las Microparticulas (MP) celulares constituyen una heterogénea poblacion de vesiculas menores de

1um, generadas de la membrana plasmatica celular ante una activacién o proceso apoptotico. Los estudios
con marcadores celulares demuestran que las microparticulas pueden derivar de leucocitos, eritrocitos,
células endoteliales, células cancerosas, del sistema nervioso central, de adipocitos. En base a dichos
datos, podriamos plantear la posibilidad de que todas las células eucariotas puedan generar microparticulas
ante un estimulo o apoptosis y mantener a través de ellas un mecanismo de comunicacién intercelular. Las
MP conservan los epitopes caracteristicos de las células que les dan origen y su presencia y distribucién en
personas normales esta bien documentada. La proporcién de MP derivadas de las distintas células varia en
diversos estados patolégicos, de alli el interés de su estudio, tanto del punto de vista fisiologico como
patogénico.
Las MPs exponen fosfatidil serina en su membrana y cuando se agrupan segun sus tamafios (todos<1 um),
muestran un contenido proteico (factores de crecimiento, receptores, quimoquinas, etc.) diferente y segun su
escala de tamafio. Las MP derivadas de plaquetas son las que constituyen al menos las 2 terceras partes de
las MP del plasma. Se consideran MP derivadas de plaquetas (MPP) aquellas que se marcan con
anticuerpos anti-CD 41 o CD 42b. Estas MPP pueden provenir de las propias plaguetas circulantes o de los
megacariocitos. El incremento de las MPP CD41+ se observa in vitro cuando las plaquetas son activadas
por trombina o por ionéforo de Ca++ .También se observa en concentrados plaquetarios envejecidos, en la
exposicion a complemento, en la circulacion plaquetaria ante la fuerza de cizallamiento en vasos estrechos,
o durante la apoptosis. Las microparticulas de plaquetas marcan también para el CD62p de la membrana
granular intraplaquetaria que se esta expresando en estas condiciones de activacién o apoptosis. Las MP de
origen megacariocitico son las que mas abundan en el plasma normal y difieren de las plaquetarias porque
no expresan el CD 62p .

MECANISMOS DE PRODUCCION DE LAS MPP

El conocimiento de los mecanismos que condicionan la aparicién y aumento de las MPs son importantes
para entender su papel tanto en condiciones normales como en la enfermedad. La pérdida de la simetria de
la membrana celular, por la traslocacién y exposicién de la fosfatidil serina, trae como consecuencia una
pérdida de la adhesién del citoesqueleto a la membrana y contribuye a la separacion de las MPS. Al mismo
tiempo, hay una movilizacién del Ca**intracelular, que contribuye a la exposicion de la fosfatidil serina. Se
ha observado en las plaquetas, que la inhibicion del CD42b disminuye la vesiculizaciéon producida por la
fuerza de cizallamieto de la pared vascular.

La cantidad de MPP circulantes es mayor en mujeres que en hombres. Depende del balance entre los
estimulos de produccion y de eliminacién. La vida media de las MPP circulantes es de unos 30 minutos en
ratones (12) y su mecanismo de desaparicion no es muy bien conocido: se implica a la fagocitosis, a la
accién de fosfolipasas y finalmente, a secuestro por el bazo.

METODOS DE ESTUDIO DE MPP
La estandarizacion de los métodos de determinacion cuantitativa y caracterizacion de las MP estan

siendo evaluados a través del subcomité respectivo de la Sociedad Internacional de Trombosis y
Hemostasia, ISTH (www.isth.org). Los niveles normales de las MPP circulantes varian en las distintas




publicaciones. Hay variables pre-analiticas que afectan los resultados finales. Los protocolos de
centrifugacion son muy importantes, pues pueden generar MPP por procesamiento. Los métodos de
preparacién del plasma pobre en plaquetas (PPP) con una sola centrifugacién y de plasma con doble
centrifugacion (plasma libre de plaquetas: PFP) varia, entre los distintos autores, al igual que el
anticoagulante utilizado. La reciente revision sobre los métodos de analisis de MPs publicada por Yuana Y,
Bertina R 'y Osanto S, citan los distintos métodos de preparacion de MPS, publicados por 12 diferentes
investigadores. En ese mismo trabajo podemos observar, como el nimero de MPP encontrado en personas
normales, llegan a variar entre 570X106 y 1,775X10%/L segun las condiciones de velocidad, tiempo y
temperatura de centrifugacion del plasma pobre en plaquetas.

La identificacion y cuantificacion de las MPP se realiza generalmente por citometria de flujo, en base al
tamario y/o la fluorescencia de las MP. Se usan como patrén perlas calibradas de diferentes diametros (0,5,
0.9 y 3 um). La proveniencia de las MP se identifica con anticuerpos fluorescentes especificos de las
células madres de las MP respectivas. El plasma PPP o PFP también se puede ultracentrifugar para obtener
un paquete de MPs, que se lavan y resuspenden en soluciones tamponadas, lo que permite una
concentracion mayor para su estudio.

Otras metodologias que se aplican para el estudio de las MP son: Métodos de captura: se capturan las
MPP en una placa en la cual se ha fijado anexina V generalmente, y luego revelan con un segundo
anticuerpo conjugado a peroxidasa (ELISA) o se analizan en cuanto a su capacidad funcional
procoagulante, con sustratos cromogeénicos. Es posible que la cuantificacién por ELISA o por citometria no
se correlacione con los resultados funcionales, los cuales parecen ser un mejor reflejo de la patofisiologia de
las MPP(30).

La anexina V puede captar otras MP. Por ello, Nomura et al han usado CD42a para la captura y CD42b
como segundo anticuerpo, que son marcadores propios de plaquetas. Existen estuches comerciales de
American Diagnostica, USA (Actichrom AD) y de Hyphen Biomed, Francia ( Zypmuphen), que utilizan estos
métodos de captura. Las MPP aisladas y concentradas se han medido por su expresién de Factor Tisular ,
aunque no existe todavia un patrén disponible para Factor Tisular
Microscopia electrénica, utiliza anticuerpos unidos a oro para la identificacién de la MP.

Microscopia confocal con laser que permite detectar las MP a través de la expresion de diversos
antigenos, como las glicoproteinas de membrana, la trombospondina, etc. Mediante este método se han
podido identificar en las MP, coexpresiones de antigenos diferentes, como el CD/61 que pertenece a las
plaquetas, con antigenos de carcinoma de mama, en un caso de metastasis de dicho carcinoma, lo que nos
habla de la fusién e interaccién de las MPs entre si. Los métodos opticos no cuantifican las MP, pero
visualizan y comparan e identifican las diferentes MP en la preparacién.

Protedémico: El estudio del contenido proteico de las MPPs, estimuladas o no (p-selectina,

GPIIb/lla, RANTES, Fbg, FVW, FV, FXIII, FVII, inmunoglobulinas, contenido de los granulos a)
permite identificarlas y conocer su comportamiento.
Funciones de las Microparticulas

Las MPs son procoagulantes, por la exteorizacion de la fosfatidilserina, situada normalmente en la
region citoplasmatica de la membrana celular. La superficie de fosfatidilserina resulta asi 50 a 100 veces
mayor que la que ocupan las plaquetas circulantes y sirven de asiento a los factores de coagulacién al
mismo tiempo que cataliza su activacion para los procesos que conducen a la formacién del coagulo de
fibrina. Otra propiedad protrombética de las MP obedece a la frecuente expresion de Factor tisular( FT) en
las MP. Se piensa que el FT de las MP, originadas en las balsas lipidicas, ricas en colestrol, de las
membranas de monocitos y macréfagos, pueden contribuir a iniciar fisiologicamente la coagulacion y
contribuir a la hemostasia normal, especialmente en los pequefios vasos. Evidencias mayores existen para
involucrar a las MP en la patogenia de la Trombosis. Estas evidencias provienen de estudios en modelos
animales de trombosis y de observaciones clinicas.
Los estudios en trombosis experimental sefialan que hay un reclutamiento de MP de las células hematicas
circulantes ricas en FT, en los sitios de trombosis por lesion carotidea o por efecto de rayos laser en la
microcirculacién. Igualmente, se han encontrado elevadas MP ricas en FT en tumores malignos y en
hiperlipidemia de ratones.
Hay otras funciones de las MP, como la interaccién célula a célula ( ejemp.: células endoteliales/células
sanguineas), mediante el transporte de moléculas bioactivas y sefiales diversas. Se sabe que las MP
pueden activar ligandos o transferir receptores, como se observa en el traslado de CD41 a células



hematopoyéticas, lo que aumenta la afinidad de estas Ultimas por el Fng. También inician la apoptosis en los
macrofagos, trasladan RNA e inducen la angiogénesis en las células endoteliales, activan los neutréfilos y
sus moléculas de adhesion, modulan la inmunidad alterando la sintesis de inmunoglobulinas y la actividad
linfocitaria .

Nosotros hemos estudiado experimentalmente el comportamiento de las microparticulas derivadas de
células mononucleares sanguineas infectadas con virus, especilmente virus de Dengue 3 y Dengue 2, y
hemos comprobado que portan particulas virales, que la infeccién induce cambios en el contenido proteico
y aumento en la adhesidn a células endoteliales. Las MPs provenientes de las células infectadas con el virus
provocan en las células endoteliales la expresion de genes, que se identifican con una respuesta
proinflamatoria.

MICROPARTICULAS PLAQUETARIAS Y ENFERMEDAD

1. -En la enfermedad arterial :

Se ha observado que las MPP son capaces de generar trombina, aun en individuos normales (25) y
esta actividad procoagulante se asocia a la formacion de tromboxano A, cuando se exponen a fosfolipasa Az
. Por esta propiedad, se considera que las MPP contribuyen a la patogenia de la enfermedad
tromboembdlica arterial y su numero circulante tiene un valor predictor de eventos trombéticos. En relacion a
trombosis venosas, hay datos experimentales y un aumento importante se ha observado en el embolismo
pulmonar. Se ha constatado un aumento de la P-selectina y de las MPP en el infarto del miocardio y en la
enfermedad arterial, lo que refleja un incremento de la actividad plaquetaria en estos casos, pero no se
demostraron diferencias cuantitativas entre el IM y la angina instable, en cambio si aumentan
significativamente las MP endoteliales en el IM. En el infarto agudo del miocardio (IAM) el aumento de las
MPP circulantes se correlaciona con el aumento del complejo trombina/antitrombina. También su nimero se
correlaciona con el ancho de la tinica media carotidea en los casos de enfermedad arterial carotidea. En los
eventos cerebrovasculares las MPP se han encontrado aumentadas y su grado de aumento se ha asociado
a la severidad del accidente adverso.

Por ofra parte, en los defectos congénitos de los fosfolipidos de la membrana plaquetaria, como ocurre
en el sindrome de Scott, hay deficiente formacion de MPP y tendencia al sangramiento .

2.- En cancer y sus metastasis:

Las MPP estan envueltas en las metastasis del cancer y su capacidad de promover neovascularizaciéon (Ademas,
los tumores pueden activar a las plaquetas y producir un aumento de MPP. También se ha observado en casos de
cancer una mayor expresion de Factor Tisular, que junto a la actividad procoagulante de las MPP circulantes debido a
su capa de fosfatidilserina y a receptores de factores activados de coagulacion, contribuyen al desarrollo de
trombosis, que es una manifestacion 4 a 5 veces mas frecuente en las enfermedades malignas que en personas
sanas. Ademas de las MP de origen plaquetario, se pueden producir MPs de las propias células tumorales,
aumentando asi su crecimiento in sifu, como ocurre en los gliomas y en varios tipos de cancer se han descrito un
aumento de MPs circulantes. Se considera que MPs tienen un papel en la sobrevida de las células tumorales, en su
capacidad invasiva y en las metastasis, a través de diferentes mecanismos , entre los cuales mencionan el evitar su
deteccion por el sistema inmune y en el crecimiento tumoral en general .

3.- MPP e infecciones:

Las MP plaquetarias pueden transferir correceptores a células receptoras , favoreciendo asi la infeccién celular,
como por ejemplo en VIH-1, en la que se considera que contribuyen a la diseminacion del virus . Nosotros hemos
podido observar particulas virales en las MP derivadas de mononucleares sanguineos, después de la infeccién in vitro
por el virus del dengue (Jourrnal of the American Society of Tropical Medicine and Hygiene. 2007, Vol 77, #5, abs. )

4.- MPP e inflamacion:
En la artritis reumatoide, Boilard et al. demostraron que las MPP amplificaban la inflamacién articular. En el

liquido sinovial de las articulaciones inflamadas encuentran MPP, que pueden activar a los fibroblastos capsulares,
haciendo que segreguen citoquinas infamatorias que contribuyen a las manifestaciones de esta patologia.



Revisiones de D Smalleyy K ley(2008),J E lItaliano(2010), Varon D y Shai E(2009) y S Zahra (2011) nos
ilustran y proveen bibliografia importante sobre la relacion de MPP y enfermedad.

5.- Infeccion por virus: en nuestros estudios en pacientes con infeccion por virus del dengue hemos preparado
MPs del plasma , en las que predominan las MP de monocitos, y que afadidas a un plasma normal citratado y
recalcificado, en un estudio tromboelatografico, activan la coagulacion en forma dosis dependiente, similar a las MP
de origen plaquetario que predominan de un plasma control normal.
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