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Resumen

El tratamiento de plaquetas con varios ami-
no-azdcares, entre los que se encuentran: glu-
cosamina, N-acetilglucosamina, d&cido N-ace-
til neuraminico y otros, son capaces de inducir:
cambios de forma, incremento en los niveles de
calcio libre, exposicion en la superficie de las pla-
quetas la fosfatidilserina, ademds de reducir la
liberacién de ATP y PF* e inhibir la agregacion
plaguetaria. El objetivo de este trabajo fue eva-
luar el efecto de N-acetilglucosamina sobre las
plaguetas de Sujetos con Resistencia a la insu-
lina, comparado con sujetos sanos. Las plaque-
tas (80,000 plaguetas/mL) de sujetos con resis-
tencia a la insulina fueron lavadas e incubadas
con N-acetilglucosamina durante 10 minutos,
y marcadas con los anticuerpos anti-PAC-1 y
anti-CD62P  acoplados a fluorocromos, y Ca*
mediante la union a Fluo-3. Nuestros resultados
indican que N-acetilglucosamina inhibe el calcio in-
traplagquetario inducido por trombinag, la unién de
los anticuerpos anti-GPllb/llla y anti-P-selectina.

Palabras clave: N-acetilglucosamina, activa-
cion plaguetaria

Summary

The treatment of platelets with various ami-
no-sugars such as glucosamine, N-acetylgluco-
samine, N-acetyl neuraminic acid and others is
capable of inducing: changes in shape, increased
levels of free calcium, the exposure of phospha-
tidylserine on platelet surfaces, in addition to re-
ducing the release of ATP and PF4 and inhibiting
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platelet aggregation. The objective of this study
was to evaluate the effect of N-acetylglucosa-
mine on the platelets of subjects with resistan-
ce to insulin compared with healthy subjects. The
platelets (80,000 platelets/mL) of subjects with
resistance to insulin were washed and then incu-
bated with N-acetylglucosamine for 10 minutes
and marked with the antibodies anti-PAC-1 and
anti-CD62P bonded to fluorochromes and Ca,+
by means of a Fluo-3 union. Our results indicate
that N-acetylglucosamine inhibits thrombin-in-
duced intraplatelet calcium, the joining of antibo-
dies anti-GPllb/llla and anti-P-selectine.

Key words: N-acetylglucosamine, platelet activa-
tion

Introduccion

Los principales receptores plaquetarios que partici-
pan en la hemostasia, permiten interacciones espe-
cificas y funcionales entre proteinas adhesivas. Ade-
mMas, otros receptores plaquetarios estan implicados
en otras funciones, como inflamacion, crecimiento tu-
moral y metdstasis, remodelacion tisular o como par-
te de la inmunidad innata. (Clemetson y Clemetson,
2007) y (Rivera y Navarro, 2009).

Las plaguetas responden a multiples senales ex-
tracelulares gque conducen a cambios de forma,
las extensiones filopodiales y la exocitosis de
grdnulos necesarios para la hemostasia. (Brass,
2003). Las plaguetas que son hiperactivas o hi-
poactivas se consideran un riesgo para la salud,
debido a que las plaguetas primeras forman
codgulos que pueden causar pérdida de flujo
sanguineo y provocar infarto de miocardio o un
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accidente cerebrovascular; mientras que las pla-
guetas hipoactivas no se adhieren correctamen-
te a las lesiones y no forman codgulos crean-
do lugares para la pérdida excesiva de sangre.
(Mostaza y Packham 1877).

Numerosas proteinas que regulan una amplia
gama de funciones celulares han demostrado
ser O-GlcNAciladas, incluyendo la alteracion de
la afinidad de union de ADN, la promocion de la
supervivencia durante el estrés ambiental, y el au-
mento de la motilidad celular basal y la gquimiota-
xis. (Wells y Hart, 2003) Las proteinas modificadas
por O-GlcNAc incluyen factores de transcripcion,
componentes de senalizacion y enzimas metabo-
licas. Desde su descubrimiento, la importancia de
O-GlcNAcilacion ha aumentado su participacion
en la regulacion de proteinas celulares (Crawford,
2008) y los resultados han sido cada vez relacio-
nados con varias enfermedades humanas, inclu-
yendo la enfermedad cardiovascular, desordenes
neurodegenerativos, diabetes mellitus y cancer.

El objetivo de este trabajo fué evaluar el efecto de
N-acetilglucosamina sobre los receptores Gpllb/
llla y P-selectina implicados en la activacion pla-
quetaria de sujetos con resistencia a la insulina. Asi
como la cuantificacion de calcio intraplaquetario.

Materiales y méetodos

Cuantificacion de receptores de activa-
cion plaquetarios: Gp Ilb/llla y P-selectina.
Plaquetas lavadas de sujetos con resistencia a
la insulina (80,000 plaguetas/mL) se incubaron
con 200 mM de GIcNAc durante 10 minutos, se
fijaron y lavaron. A continuacion, se incubaron
con anticuerpos especificos para GPIIb/llla (PAC
1) y P-selectina (CD62P), acoplados a fluorocro-
mos durante 40 minutos, se elimind el exceso de
anticuerpo. La adquisicion y andlisis de datos
se realizd en un Citometro de flujo MASCQuant
(Miltenyl biotec). La determinacion se realizd en
8 sujetos insulino-resistentes y 8 sujetos control.

Cuantificacion de calcio intraplaquetario.
Se obtuvieron plagquetas lavadas de sujetos con
resistencia a la insulina (80,000 plaquetas/mL)
y se marcaron con fluo-3 AM acetoxymethyl es-
ter (4uM) a 37 °C durante 30 minutos, se lavaron
con CGS. Se realizaron lecturas de movilizacion
de [Ca®+]i con 200 mM de N-acetilglucosamina
(GIcNAC) utilizando un espectrofluorimetro Per-
kin-Elmer LS55 y se sometio a un escaneo de la

Ano 1, numero 1, 2017

1

Figura 1. Cuantificacién de calcio intraplaquetario en Sujetos
Resistentes a la insulina (RI) y Sujetos control, en estado basal y
estimuladas con GlcNAc.
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Las barras en color gris representan el promedio de cinco ensayos
realizados en sujetos con resistencia a la insulina, mientras que las
barras de color gris oscuro muestran la media de cinco ensayos
realizados en sujetos control, obtenidos por la estimulacion de las
plaguetas con trombina y N-acetilglucosamina (GlcNAc).

intensidad de fluorescencia contra tiempo (220
segundos), las muestras se excitaron a 505 nm y
la emision de fluorescencia se recogié a 530 nm.
La concentraciéon de Co2+ intraplaquetario [Ca®+]
i se calculd a partir de las medidas de fluores-
cencia, empleando la ecuacion de Grynkiewicz y
colaboradores (figura 1A). Se realiza andlisis es-
tadistico: media y desviacion estandar, a partir
de las concentraciones obtenidas de S repeticio-
nes en sujetos control y sujetos con resistencia a

la insulina.
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Resultados

Cuantificacion de receptores de activa-
cion plaquetarios: Gp IIb/llla y P-selectina.
Algunos de los componentes de los granulos pla-
quetarios se expresan en las membranas de las
plaguetas, como la P-selectinag, capaz de permitir
la interaccion de PSGL-1 con los leucocitos, inician-
do asi las respuestas inflamatorias y trombadticas.
(Vega y Reyes, 2006) y (Graff, 2002). La etapa final
es la activacion de los receptores aIIbB3, que po-
sibilitan la union del fibrindgeno y tambien del FvW,
lo que permite el establecimiento de puentes esta-
bles entre las plaquetas.(Lépez y Macaya, 2013).

Para evaluar el grado de activacion de las pla-
quetas y el efecto de N-acetilglucosamina, se ob-
tuvieron muestras de 8 sujetos con resistencia a
la insulina y 8 sujetos sin resistencia a la insulina.
Se determind la expresion de Gp llb/llla (PAC-1) y
de P-selectina (CDB2P), en condiciones basales y
después de haber sido estimuladas con 200 mM
de GlcNAc durante 10 minutos.

Se observo 88% de expresion de Gp llb/llla en
plaguetas de sujetos resistentes a la insulina en
estado basal, y cuando son incubadas con Glc-
NAc, la expresion es cercana a 20% (figura 2A);
mientras que la expresion basal de Gp lib/llla en
plaguetas de sujetos sin resistencia a la insulina
es de 0.23% vy 19% cuando las plagquetas son in-
cubadas con GlcNAc (figura 2B). El porcentaje de
expresion de P-selectina en sujetos con resisten-
cia a lainsulina (figura 2A) es de 10% y estimula-
das con GIcNAc el porcentaje es del 31%, a diferen-
cia de los sujetos sin resistencia a la insulina; que
es del 7% de expresion basal de P-selectina y 11%
cuando las plaguetas se incubaron con GIcNAc. Se
observa un comportamiento diferente de GP Ilb/
lllay P-selectina, en ambos tipos de sujetos.

Cuantificacion de calcio intraplaquetario.
Una de las respuestas mads tempranas en la fase
inicial de la activacion plaquetaria, es el aumento
en el Ca++ citosdlico, que puede ser medido como
la alteracion de la intensidad de fluorescencia
del marcador intracelular ion-sensible Fluo-3
o Indol-1. El calcio liberado por las plaquetas es
necesario para la activacion de receptores pla-
quetarios, activacion de proteinas y formacion de
fibrina. (Caen y Wu, 2010).

Se evaluo la concentracion de calcio intracelular
en las plaquetas de sujetos con vy sin resistencia
a lainsulina, en estado basal e incubado con Glc-
NAc, figura 1. Se encontré que GlcNAc inhibe la
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Figura 2. Porcentaje de expresion de Gp llb/llla y P-selectina en
membranas plaquetarias de sujetos Resistentes a la insulina (A)
y Sujetos sin Resistencia a la insulina (B).
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Las barras en color gris representan el promedio de ensayos
donde se midi¢ la expresion basal del complejo GP lib/llla y
P-selectina en las membranas plaquetarias, mientras que en
las barras de color gris oscuro muestran la media de expresion
de ensayos obtenidos por la estimulacion de las plaguetas con
N-acetilglucosamina (GIcNAC).

concentracion del calcio intracelular liberado por
trombina, al observar que a partir de 700 mM
como concentracion inicial de calcio intraplagque-
tario inducido por trombina, GlcNAc bajo la con-
centracion a 200 mM, en ambos tipos de sujetos.

Discusion

Las plaguetas estimuladas con GIcNAc inhiben
la expresion de GP lib/llla y P-selectina que basal-
mente se encuentran presentes en sujetos con re-
sistencia a la insulina. El aumento de los niveles de
fibrindgeno en Diabetes Mellitus parece estar rela-
cionado con inflamacion de bajo grado, los niveles
de Interleuguina (IL)-6 son elevados vy la citoquina
es capaz de estimular los hepatocitos para pro-
ducir fibrindgeno, lo que representa un importan-
te vinculo entre inflamacion y el estado de hiper-
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coagulabilidad en Diabetes Mellitus. (Vazzana, et
al, 2012). Tambien N-acetilglucosamina es capaz
de inducir la translocacion de fosfatidilserina en la
membrana externa de la plagueta y provocar su
activacion.

Se ha asociado que el aumento de la reactividad
plaguetaria basal incrementa el riesgo de de-
sarrollar aterotrombosis (Muntaner, et al, 2015).
que es una complicacion frecuente y letal en pa-
cientes diabéticos, que previamente pudieron
haber iniciado solo con resistencia a la insulina.

Discusion

La activacion inducida por la mayoria de los ago-
nistas plaguetarios produce un incremento del
Ca?" libre debido tanto al influjo a través de la
membrana, como a la liberacion de los depdsi-
tos intracelulares, un ejemplo es la liberacion de
calcio intracelular mediante trombina. Al parecer,
N-acetilglucosamina actia como antagonista al
inhibir el calcio intracelular inducido por trombina,
aunqgue utilizado como agonista no parece mos-
trar algun efecto. Ademds GIcNAc es capaz de
inhibir una alteracion que ocurre en la superficie
de la membrana durante la activacion, es decir, la
fusion de las membranas de los granulos con la
membrana plasmadtica, que puede ser detectada
con la expresion de P-selectina y GP llb/lIlla.

Las plaguetas de pacientes con Diabetes Melli-
tus se caracterizan por la desregulacion de varias
vias de senalizacion, que conducen a un fenotipo
hiperreactivo con mayor adherencia, activacion y
agregacion. Por lo tanto, las plaquetas responden
mMas a estimulos subumbrales, se consumen Mmdas
rapidamente lo que resulta en una generacion de
plaquetas acelerada formando plaquetas hipe-
rreactivas. La hiperglucemia altera la homeos-
tasis del calcio en las plaguetas, aumentado su
concentracion al facilitar la movilizacion desde los
depdsitos intracelulares al citosol, esto sensibiliza
la reactividad plaquetaria a los agonistas.

Es importante, por lo tanto, profundizar en el co-
nocimiento de los mecanismos moleculares y ce-
lulares involucrados en el proceso de activacion
plaguetaria, lo cual permitird desarrollar nuevos
biomarcadores terapeuticos.
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