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SUMMARY

The bypoaggregativity of the platelets in presence of certain aggregatory inductors, the relative decrease of
magnesium, bypolipidemia, bipoglycemia, and the reduced predisposition for arterial thrombosis in aymaras and
quechuas living at bigh altitude, seem, to be related with the phospholipidic metabolism.

Since platelets are considered to be the most important aterogenic and thrombogenic agents, comparative
etudies were carried out in three populations of both sexes concerning the pbospholipidic composition of the
platelets and “‘in vitro' analysis with respect to the exchange of polar pbospbolipidic biomolecules of platelets with)
their bomologous bases of the circum ambience of these cells,

It was shown that the main pbospbolipids (pbosphatidylcholine pbospbatidylserine, pbospbatidyletbanolamine
phosphatidylinositol) exist in similar quantities in tbe aymaras, quechuas and european populations, However,
lysophosphatidylcholine was found in bigher concentrations and spbingomyelin in smaller concentrations in ayma-
ras and quechuas compared with the european populations,

The labeled moleculas choline, serine and ethanolamine exchange with their bomologous bases of the pbospholi-
pids in similar proportions in the three populations whom we studied, pbospbatidylcholine exchanges its base with
its bomologous molecule of the circum ambience in a bigher percentage than phosphatidylethanolamine and the
latter in a bigher percentage than pbospbatidylserine.

The presence of calcium and magnesium ions in the medium of incubation of the platelets favor the exchange
of polar phospbolipidic molecules enormously, this renewal being increased more by calcium than by magnesium,
ethylenedyaminetetraacetic acid, glucose and kalium cyanid inbibit this reaction partially,

RESUMEN

La hipoagregabilidad plaquetaria en presencia de
ciertos inductores de la agregacion, la relativa disminu-
cién de magnesio, hipolipidemia, hipoglicemia y la dismi-
nufda predisposicién a las trombosis arteriales de ayma-
ras y quechuas, habitantes de grandes alturas, parecen es-
tar relacionados con el metabolismo fosfolipidico.

Como las plaquetas sanguineas son consideradas
los mds importantes agentes aterégenos y trombdgenos,

realizamos en 3 poblaciones de ambos sexos estudios
comparativos relacionados con la composicién fosfoli-
pidica de plaquetas y andlisis “in vitro” relacionados al
intercambio de biomoléculas polares fosfolipidicas de
plaguetas con sus homdlogas del medio circundante a es-
tas células,

En efecto, evidenciamos que los principales fosfo-
Iipidos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletano-
lamina, fosfatidilinositol) se encuentran en cantidades
similares en las poblaciones aymaras, quechuas y euro-
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peas. Sin embargo, la lisofosfatidilcolina estd en concen-
traciones mayores y la esfingomielina en concentracio-
nes menores en aymaras y quechuas en relacion a las
poblaciones europeas.

Las moléculas marcadas colina, serina y etanola-
mina intercambian con sus homdblogas de los fosfolipi-
dos en proporciones semejantes en las tres poblaciones
estudiadas, la fosfatidilcolina intercambia su base con la
homologa del medio externo en mayor porcentaje que la
fosfatidiletanolamina y esta dltima en mayor porcentaje
que la fosfatidilserina.

La presencia de iones calcio, magnesio, en el medio
de incubacién de las plaquetas, favorece enormemente
el intercambio de moléculas polares fosfolipfdicas, incre-
mentdndose mds esta renovaciéon con el calcio que con
el magnesio; el dcido etilendiaminotetraacético, glucosa
y cianuro de potasio inhiben parcialmente esta reaccion.

INTRODUCCION

Las concentraciones incrementadas de ciertas lipo-
protefnas estan asociadas a la trombosis y esta asocia-
cién esta estrechamente relacionada con la arterioescle-
rosis (8). Asf Robert y col. (10) demostraron que la con-
centracién elevada de f3 lipoprotefnas contribuye a Ja
agregacion plaquetaria; en efecto, pacientes con hiperli-
pidemias de tipo Il tienen una particular predisposicién
a la trombosis, evento clfnico dos veces mayor en rela
cién al tipo IV, precisamente porgue en este tipo de hi-
perlipidemias existe una incrementada funcién de pla-
quetas la que se manifiesta por la mayor sensibilidad a
los inductores de la agregacidn plaquetaria (ADP, epine-
frina y coldgeno) y por la mayor formacién de trom-
boxano A2 {agregante plaguetario).

En todas las hiperlipidemias (excepto en el tipo
1) los fosfolfpidos plasméticos se encuentran en concen-
traciones incrementadas (5), de igual manera se eviden-
cié que el contenido de fosfolfpidos en plaquetas de pa-
cientes con tipo |l es mucho mds alto que el de los nor-
males (10), al respecto se sabe que los fosfolfpidos plaque-
tarios forman parte del sistema catalitico de la coagula-
cién sanguinea enddgena y se sugiere que la actividad de
este sistema estaria determinada por la calidad, cantidad
y liberacién de fosfolfpidos plaquetarios.

El estudio de fosfolfpidos es muy importante no
solo porque estas moléculas poseen fuertes actividades
precoagulantes sino porgue llevan en su seno moléculas
que son materia prima para la s{ntesis de interesantes es-
pecies quiticas (tromboxanos, prostaciclinas, prostaglan-
dinas, leucotrienos), algunas de ellas con propiedades
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miotropas (cambios que inducirfan la formacién de
trombos), otras agregantes plaquetarias y otras antiagre-
gantes, estas dos Gltimas regularfan los procesos trombé-
ticos en el organismo humano (9).

Las plaguetas de quechuas y aymaras, habitantes
de grandes alturas, parecen tener una respuesta meta-
bdlica peculiar a ciertos nucledtidos (3), en efecto estas
células son hipoagregantes a una determinada concentra-
cién de ADP, concentracién en la cual las plaquetas de
otras poblaciones se agregan rdpidamente. Estas pobla-
ciones no solo se caracterizan por la singular biodindmi-
ca de sus plaquetas, sino por poseer concentraciones ba-
jas de colesterol, fosfolipidos (1), dcidos grasos, (2) glu-
cosa {6) y magnesio sérico (7), valores muy relacionados
con la poca sensibilidad que manifiestan las mencionadas
poblaciones a las trombosis arteriales (3).

MATERIAL Y METODOS

Obtencion del material bioldgico.- Se obtuvo sangre to-
tal de sujetos sanos (15 aymaras, edad promedio 20 *
3; 15 quechuas, edad promedio 21 X 4 y 12 franceses de
edad promedio 27 * 6 afios. Todos habitantes de la ciu-
dad de La Paz (3.600 m. sobre el nivel del mar),

La composicion fosfolipfdica se determiné en to-
dos los individuos de las 3 poblaciones, la incorporacién
de bases radioactivas y la influencia en esta incorporaci6n
por otras moléculas fue efectuada en 5 sujetos de cada

grupo.

Separacion de plaquetas.- A 10 ml de A.C.D. (dcido cf-
trico, citrato trisédico y dextrosa) preparados seg(n el
método de Aster y Jandl, se afiadié 40 ml de sangre to-
tal, los que fueron centrifugados a bajas revoluciones
(950 r.p.m. en una centrifuga jouan E-95) durante 15’
a 159C; el plasma rico en plaquetas fue recentrifugado a
2.600 r.p.m, 15’ a 150C, al precipitado de plaquetas se
afadié una alicuota de tampén fisioldgico constituido de
NaCl 8 g; KCI 0.2g; NaH2PO4 0.05 g; NaHCO3 1 g; al-
bGmina 11.6 mg y agua cantidad suficiente para un litro;
pH: 7.35, en esta suspension se hizo el recuento de pla-
quetas para posteriormente afiadir mds tampén y obte-
ner 15 mg de plaquetas en 0.5 m! de tampén.

Incorporaciéon de bases radioactivas en fosfolipidos pla-
quetarios.- Tubos conteniendo 15 mg de plaquetas fres-
cas y enteras suspendidas en 0.5 ml de tampén fisiolégi-
co fueron llevados a bafio marfa de 370C. durante 19’
para posteriormente afiadir el ‘material radioactivo co-
rrespondiente, 50 ul de (metil C14, cloruro de colina de
actividad especffica 0.52 uCi/001;uM; 40ulde (2-C14)
etan 1 ol 2 cloruro de amina, de actividad especffica 0.2
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u Ci£0.01 uM y 50 ul de DL (3-C14) serina de activi-
dad especffica 0.5 uCi/0.01 uM.

Para determinar la accién del caicio, magnesio,
cianuro de potasio, glucosa y dcido etilendiaminotetra-
acetico (EDTA) se prepararon soluciones de los mismos
en tampén fisiolégico y se afadieron por separado a ca-
da tubo que contenfa 15 mg de plaquetas en 0.5 ml de
tampén fisiolégico, 10 ul de CaCl3 0.125 M; 10 ul de
MgC12 0.125 M; 20 ul de KCN 0.025 M; 20 ul de gluco-
sa 0.128 M; 20 ul de EDTA 0.02 M; con una concentra-
cién final en 0.5 ml de 1.25 uM para el CaC12 y el MgC12;
2.5 uM, 0.5 uM y 0.4 uM para la glucosa, KCN y EDTA
respectivamente. La incubacién a 370C fué durante dos
horas.

El porcentaje de radioactividad incorporada se
efectud tomando en cuenta la radioactividad incorpora-
da en el fosfolfpido sobre la cantidad total de radioactivi-
dad afiadida al medio de incubacién (15 mg de plaquetas
en 0.5 ml) multiplicado por 100,

La radioactividad fue detectada en un aparato
Beckman modelo LS 8000 liquid scintillation system.

Los resultados de aymaras y quechuas fueron simi-
lares razén por la cual se consideran en nuestros cuadros
como si fuese una sola poblacién,

Extraccion de Bligh y Dyer.- Consiste en afadir a una
suspension plaquetaria (15 mgde plaquetas en 0.5 ml de
tampén) 2 ml de cloroformo-metanol-agua en propor-
ciones de 4-5-2 respectivamente, agitar, separar la parte
cloroférmica para luego evaporar. Afadir 1 ml de cloro-
formo al extracto seco y efectuar la evaluacién de los di-
ferentes Ifpidos y las fracciones fosfolipfdicas.

Cromatograffa en capa fina.- Se utilizaron placas de sili-
cagel H (Merck), una vez efectuado el depésito, se so-
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metieron a la migracién en doble dimensién usando los
solventes, acetona éter en la proporcibn de 1-3 y el siste-
ma de Skipski; cloroformo-metanol-dcido acético y agua
en las proporciones de 75-45-12-6 respectivamente.

El f6sforo total de las plaquetas y de sus diferentes
fracciones se evalué seglin el método de Chen y Col. (4).

En el cuadro ! apreciamos que la fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol,
se encuentran en valores casi semejantes en las poblacio-
nes estudiadas. Por el contrario, parece que la lisofosfa-
tidilcolina se encuentra en mayores concentraciones y la
esfingomielina en menores cantidades en los quechuas -
aymaras, en relacién a la poblacién francesa.

Los valores de fosfolipidos en 15 aymaras y 15
quechuas fueron semejantes, por lo cual consideramos
las dos poblaciones como una sola.

CUADRO I

INCORPORACION DE BASES MARCADAS
EN LOS DIFERENTES FOSFOLIPIDOS
EN FUNCION DEL TIEMPO

: ~ Tiempo de incubacidn (379C) de
MOLECULAS plaquetas
RADIOACTIVAS

c 30 60’ 120 180’
Colina ‘ 080/0 210/0 820/0 7.50/0
Etanolamina 390/0 560/0 790/0 7.10jo
Serina 270/0 450f0 590/0 5400

La mayor cantidad de moléculas radioactivas se in-
corpora a los 120’ (Cuadro 1) donde la colina intercam-
bia con la base del fosfolfpido plaquetario en mayor can-
tidad que la etanolamina y esta Gitima en mayor canti-
dad que la serina. Los valores de este cuadro se obtuvie-
ron en 5 aymaras y 5 quechuas,

El Cuadro Il presenta los valores obtenidos de 5
quechuas, 5 aymaras y 10 franceses, estos resultados evi-
dencian que el Calcioy Magnesio influyen positivamente
en la renovacién parcial de fosfolipidos incrementindose
este intercambio de moléculas. Por el contrario, el
EDTA, la glucosa, cianuro de potasio y la mezcla de estos
dos dltimos inhiben parcialmente esta renovacidn en to-
das las poblaciones estudiadas.

La suspensi6n plaquetaria estd constituida de 15
mg de plaquetas frescas en 0.5 ml de tampén fisiolégico
més la molécula marcada correspondiente, 50 ul de (me-
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CUADRO
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PORCENTAJE DE INCORPORACION DE BASES MARCADAS EN FOSFOLIPIDOS
BAJO LA INFLUENCIA DE CIERTAS MOLECULAS
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til C14) cloruro de colina 0.52 uCi/0.01 uM;40 uL de
(2C14) etan 1 ol 2 cloruro de amina 0.2 uCif0.01 uM y
50 uL de DL (3-C14) serina 0.5 uCl/0.01 uM. Incuba
cién de dos horas.

DISCUSION

La concentracién de ciertas biomoléculas séricas no
modifican el metabolismo fosfolfpidico de las plaquetas
sanguflneas, en efecto la disfosfolipidemia sérica en ay-
maras, quechuas, habitantes de grandes alturas (1) no pa-
rece influir en la concentracién de los fosfolipidos pla-
quetarios, puesto que en estas células son otros los fos-
folfpidos que sufren alteraciones cuantitativas.

La renovaci6bn de la parte polar de fosfolipidos
plaquetarios se realiza por el intercambio de moléculas
homélogas de su medio ambiente; “in vitro”, utilizando
plaquetas frescas observamos que los fosfolfpidos de po-
blaciones aymaras y quechuas intercambian sus molécu-
las polares en las mismas proporciones, razén por la que
los agrupamos en una sola poblacion; este intercambio
de moléculas es también semejante en la poblacién fran-
cesa, intercambidndose la colina con la base del fosfolf-
pido plaquetario en mayor cantidad que la etanolamina
y esta Gltima en mayor cantidad que la serina.

€l incremento del intercambio molecutar “in vis

tro” de la colina, serina y etanolamina, con las moléculas
b t]

mds polares de los fosfolfpidos en presencia de calcio y

magnesio en las poblaciones aymaras, quechuas y france-

sas es semejante. Como a menores concentraciohes de
estos iones, el intercambio es menor, pensamos que el li-
gero descenso de magnesio sérico en aymaras y quechuas
encontrado por Henrotte y col (7}, influirfain vivoen la
renovacién parcial de fosfolfpidos plaquetarios de estas
dos poblaciones; de igual manera la glucosa a diferentes
concentraciones inhibe la renovaci6n parcial de fosfol fpi-
dos, en proporciones semejantes en las tres poblaciones;
por lo que se supone que la relativa hipoglicemia en que-
chuas (6) tendrfa también su influencia in vivo, en el me-
tabolismo de los |fpidos estudiados. El intercambio de
biomoléculas fosfolipfdicas parecerfa no necesitar ener
gfa, por cuanto la glucosa disminuye el recambio de mo-
léculas polares; para confirmar el efecto de la glucosa;
se afadié al medio que contenfa 2.5 uM de glucosa, una
quinta parte de cianuro de potasio (antagonista de la
glucosa) y el intercambio aument6 en relacién al medio
que contenfa solo glucosa.

La dieta de poblaciones aymaras y quechuas es rica
en hidratos de carbono por lo que podrfa suponer que
estas moléculas serfan utilizadas en la sintesis de protei-
nas, puesto que se observa al menos a nivel sérico, canti-
dades bajas de glucosa y casi todos los Ifpidos.

En vista de que los fosfolfpidos (fosfatidiletanola-
mina y fosfatidilserina) mds activos y participantes res-
ponsables de la agregacidn plaquetaria, se encuentran en
las mismas concentraciones en poblaciones con menor y
mayor predisposicién a las enfermedades trombéticas y
que la renovacién parcial de fosfolipidos y la influencia
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de ciertas moléculas en esta reaccién es semejante en las
tres poblaciones estudiadas; nos da lugar a otras perspec-
tivas de estudio a nivel de Ifpidos y ser(a el anflisis de los
4cidos grasos especialmente del dcido araquidénico y sus

81

derivados como ser las prostaglandinas, leucotrienas,
tromboxanos y prostaciclinas, biomoléculas que inter-
vienen directa o indirectamente en los procesos de regu-
lacién trombética.
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