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 AA:  Ácido araquidónico   ICAM-1: Molécula de adhesión intercelular-1 
 ADP: Adenosina difosfato  Iono: Ionomicina 
 AMPc: Adenosina monofosfato cíclico  IP3: 1,4,5 trifosfato de inositol 
 ATP: Adenosin trifosfato  IP3R: Receptor del 1,4,5 trifosfato de inositol 
 [Ca2+]i: Calcio intracelular   JAMs: Molécula de adhesión juncional 
 [Ca2+]c: Calcio citoplasmático  LCB: Ligadura del ducto biliar 
 BD: Cuerpos (body) densos 

 L-NAME: L-NG-Nitroarginine Metil Ester  
 BHMT: Betaína-homocisteina-metiltransferasa  LPS: Lipopolisacáridos 
 β-TG: β-tromboglobulina  LVP: Ligadura parcial de la vena porta 
 BSO: Butionina sulfoxamina  M: Mitocondrias 
 Cys: Císteina  Met: Metionina 
 CCl4: Tetracloruro de carbono  MCP-1: Proteína quimiotáctica de monocitos 

 CβS: Cistationina -sintasa   MLC: Cadena liviana de miosina 

 CBP: Cirrosis biliar primaria  MLCK: Cadena liviana de miosina kinasa  
 CBS: Cirrosis biliar secundaria  MAPK: Proteína quinasas activadas por mitógenos 
 CD: del inglés “Cluster of differentiation”: grupos de 

diferenciación 
 MS: S-metiltransferasa  
 MT: Metil-transferasa 

 CDC: Ácido quenodesoxicólico  MT: Microtúbulos  
 CID: Coagulación intravascular diseminada  MU: Membrana unitaria 
 CO: Ciclo oxigenasa   MTHF: 5-metiltetrahidrofolato  
 COX: Ciclo oxigenasa  MTHFR: Metilenotetrahidrofolato  reductasa  
 CE: Capa exterior  MTHFR: Metilenotetrahidrofolato  reductasa  
 γ-CT: Cistationina-γ-liasa 
 DC: Ácido desoxicólico 

 NAADP: Ácido nicotínico adenina dinucleotido    
fosfato 

 DAG: 1,2-diacilglicerol   NCX: Intercambiador Na+/Ca2+ 
 dTTP: Desoxitimidín-trifosfato   NO: Óxido nítrico 
 dUMP: Desoxiuridín-monofosfato   iNOS: Oxido nítrico sintasa inducible 
 dUTP: Desoxiuridín-trifosfato   eNOS:Oxido nítrico sintasa endotelial 
 EGTA: Ácido Etilen glicol-bis(β-aminoetil 

eter)N’,N’-tetraacético 
 cNOS: Oxido nítrico sintasa constitutiva 
 NSF: Proteína de fusión  sensible N-etilmaleimida 

 ECC: Entrada Capacitativa de Ca2+    NFAT: Activación del factor de transcripción 
 FA: Fosfatasa alcalina    PAI-1: Plasminógeno tipo 1 
 Fb: Fibrinógeno    PAF: Factor activador de plaquetas 
 Fn: Fibronectina    PC: Fosfatidilcolina 
 FITC: Isocianato de Fluoresceina  PDGF: Factor de Crecimiento Plaquetario 
 FH2: Dihidrofolato   PDF: Productos de degradación de la fibrina 
 FSC: del inglés forward scatter  PerCP: Proteína clorofil-piridina 
 FH4 : Tetrahidrofolato   PE: Fosfatidiletanolamina 
 FT: Factor tisular  PF4: Factor plaquetario 4 
 FTPI: Inhibidor de la vía del factor tisular  PG: Prostaglandina 
 G: Glicocalix  PGI2: Prostaciclina I2 
 Ga: Gránulos alfa  PGE1: Prostaglandina E1 

 -CT: Cistationina- liasa  PGs: Endoperóxidos de prostaglandinas  

 Gd: Gránulos densos  PIP2: Fosfatidilinositol bisfosfato  
 Glu: Glutámico  PKA: Proteina kinasa A 
 Gly: Glicina    PKC: Proteína kinasa C 
 GGT: Enzimas γ–glutamil-transpeptidasa  PK:  Precalicreina 
 GMPc: Guanosin monofosfato cíclico  PL: Fosfolípido 
 GP: Glicoproteína  PLA2: Fosfolipasa A2 
 GPx: Glutatión Peroxidasa    PLC: Fosfolipasa C 
 GSH: Glutatión  PLP: Fosfato de piridoxal 
 GSSG: Disulfuro de Glutatión    PMCA: Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática 
 GTP: Guanidina trifosfato    PPP: Plasma pobre en plaquetas 
 Hcy: Homocisteína     PRP: Plasma rico en plaquetas 
 HHcy: Hiperhomocisteinemia     PSGL-1: Glicoproteína ligando-1 de la P-selectina 
 His: Histidina     PTA: Antecedente de Tromboplastina 
 HMWK: Kininógeno de alto peso molecular 
 HMG-CoA: 3-hidroxi3metilglutaril-coenzA sintasa 

   PTP: Poro de transición permeable 
   RE: Retículo endoplasmático 

 IL: Interleuquina  

 

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mit%C3%B3geno&action=edit&redlink=1
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 ROC: Canales de Ca2+ operados por receptores   
 ROS: Especies reactivas de oxigeno  
 RyR: Receptor de Rianodina  
 S1P: Esfingosina 1-fosfato  
 SAM: S-adenosilmetionina   
 SAH: S-adenosilhomocisteina  
 SCA: Sistema canicular abierto  
 SC: Sistema canicular  
 Ser: Serina   
 SERCA: ATPasa-Ca2+ del Retículo Sarco-

Endoplasmático 
 

 SMCE: Entrada de Ca2+ mediada por almacenes  
 SMF: Filamentos especializados  
 SMOC: Canales operados por segundos mensajeros  
 SNAP-25: del inglés: SyNaptosomal Associated Protein 

(proteína asociada al sinaptosoma) 
 

 5-HT2: Serotonina  
 SNAP-25: del inglés: SyNaptosomal Associated Protein: 

proteína asociada al sinaptosoma  
 

 SNAREs: Receptores del SNAP  
 SOC: Canales operados por almacenes  
 SSC: del ingles side scatter  
 SOCE: Entrada de Ca2+ operada por almacenes  
 STIM1: Molécula de interacción estromal 1  
 STD: Sistema tubular denso  
 Tr: Trombina  
 TFPI: del inglés “tissue factor pathway inhibitor”, vía del 

inhibidor del factor tisular 
 

 TBHQ: Ter-butyl-benzohidroquinona  
 TG: Tapsigargina  
 THF: Tetrahidrofolato  
 TM: Trombomodulina   
 TNF-α: Factor de necrosis tumoral  
 t-PA: Activador tisular del plasminógeno   
 TP: Tiempo de protrombina  
 TTPa: Tiempo de tromboplastina parcial activado  
 TRP: Potencial del receptor pasajero  
 hTRPC1: Potencial del receptor pasajero canónico 

humano 1 
 

 TSP: Trombospondina  
 TS: Tromboxano sintetasa    
 TXA2: Tromboxano A2 
 UDCA: Acido ursodeoxicolico 

 

 VCAM-1: Molécula de adhesión celular vascular  
 Vn: Vitronectina  
 vWF: Factor von Willebrand  
 VOC: Canales Operados por Voltaje  
 XO: Xantina Oxidasa  
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ALTERACIONES DE LA FUNCIÓN PLAQUETARIA EN LA 
CIRROSIS BILIAR EXPERIMENTAL: HOMEOSTASIS DEL 

CALCIO INTRACELULAR 
 
 
 
Introducción: En la cirrosis hepática se producen diversas alteraciones hemostáticas, 

incluyendo episodios de sangrado, aunque en un 9-20 % hay riesgo de trombosis. Algunos 

factores extrínsecos e intrínsecos están alterados en estos pacientes y su papel en el 

desarrollo de esas alteraciones no es completamente conocido. 

 

Objetivos: Investigar el papel de la homocisteína (Hcy), ácidos biliares, óxido nítrico (NO) 

y ácido fólico en la función plaquetaria de ratas con cirrosis experimental. 

 

Metodología: Se han usado plaquetas de ratas con ligadura del conducto biliar (LCB), en 

las que se determinó su capacidad de agregación, los niveles de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) y 

su regulación, así como el papel de las especies-reactivas de oxígeno (ROS) y la expresión 

de la P-selectina. 

 

Conclusiones: Los animales LCB sin ascitis, presentan mayor agregación, movilización de 

[Ca2+]i, producción de ROS y expresión de P-selectina y menor entrada de calcio 

Capacitativa (ECC). Los animales LCB con ascitis, sin embargo, no muestran muchas de 

estas alteraciones. La ausencia de NO y/o la presencia de ácidos biliares hace que 

disminuya la ECC en LCB. El ácido fólico puede revertir la hiperagregación, 

sobreexpresión de P-selectina, reducir la liberación de Ca2+ de los almacenes y normalizar la 

producción de ROS.  

 

 

 

 

 

Palabras clave: 

Ligadura del conducto biliar (LCB), homocisteína (Hcy), óxido nítrico (NO), especies 

reactivas de oxigeno (ROS), entrada capacitativa de Ca2+ (ECC), calcio intracelular ([Ca2+]i), 

ácido desoxicólico (DC) y quenodesoxicólico (CDC). 
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CHANGES OF PLATELET FUNCTION IN EXPERIMENTAL 

BILIARY CIRRHOSIS: INTRACELLULAR CALCIUM 

HOMEOSTASIS 

 

 

Introduction: In liver cirrhosis, several haemostatic abnormalities occur, mostly episodes 

of bleeding, but there is a 9-20 % risk of thrombosis. Some extrinsic and intrinsic factors 

are altered in these patients and their role in the development of these alterations is not 

completely known. 

 

Objetives: To investigate the role of homocysteine (Hcy), bile acids, nitric oxide (NO) and 

folic acid on platelet function of rats with experimental cirrhosis. 

 

Methodology: We have used platelets of rats with bile duct ligation (BDL), to measure 

aggregation, Ca2+-intracellular levels and its regulation ([Ca2+]i), reactive oxygen species-

(ROS) and the expression of P-selectin. 

 

Conclusions: LCB rats without ascites show greater platelet aggregation, mobilization of 

[Ca2+]i, ROS production and expression of P-selectin and less capacitative calcium entry 

(ECC). In platelets of LCB with ascites, many of these alterations are absent. The absence 

of NO and/or presence of bile acids reduce ECC in platelets of LCB animals. Folic acid 

can reverse the hyperaggregation, overexpression of P-selectin, reduce the release of Ca2+ 

stores and normalize ROS production. 

 

 

 

 

Keywords: 

Bile duct ligation (BDL), homocysteine (Hcy), nitric oxide (NO), reactive oxygen species 

(ROS), capacitative Ca2+ entry (ECC), intracellular calcium ([Ca2+]i), deoxycholic acid (DC) 

and chenodeoxycholic (CDC). 
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ALTERACIONES DE LA FUNCIÓN PLAQUETARIA EN LA 

CIRROSIS BILIAR EXPERIMENTAL: HOMEOSTASIS DEL 

CALCIO INTRACELULAR 

 

 

RESUMEN 

 

La cirrosis es el estadio final de un gran número de enfermedades que afectan al 

hígado, considerándose como una de las diez principales causas de mortalidad a nivel 

mundial (Trejo-Solis y cols., 2003; OMS, 2005). En pacientes con cirrosis coexisten trastornos de 

coagulación que promueven  el sangrado, con alteraciones procoagulantes que inducen la 

aparición de trombosis. Entre estas últimas se pueden mencionar la disminución de la 

actividad de algunos mecanismos de anticoagulación, enlentecimiento del flujo circulatorio, 

trastornos en la fibrinólisis y en la actividad plaquetaria (Caldwell y cols., 2006). El aumento de 

la actividad plaquetaria puede ocasionar coagulación intravascular diseminada con 

características que no corresponden con un característico tipo de coagulación como 

ausencia de producción exagerada de trombina, niveles normales del factor VIII y menor 

incidencia de lesiones orgánicas isquémicas secundarias a trombosis intravascular (Caldwell y 

cols., 2006). Dependiendo del grado de avance de la cirrosis hepática, fundamentalmente la  

aparición de ascitis muestra distintas alteraciones, diferentes estudios indican que la 

enfermedad colestática está asociada por un incremento de riesgo de sangrado, aunque se 

ha descrito que entre un 9-20 % de los enfermos puede sufrir trombosis venosa (Ben-Ari y 

cols., 1997; Pihusch y cols., 2002).   

 

Para que se produzca la estimulación plaquetaria es necesario un incremento en la 

concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i), el cual consta de dos componentes: aumento 

del Ca2+ intracelular desde los almacenes internos y entrada de Ca2+ extracelular por los 

canales de la membrana plasmática (Redondo y cols., 2004). Datos bibliográficos indican que 

hay un defecto en la movilización del Ca2+ en respuesta a agonistas como trombina en 

pacientes con cirrosis de origen alcohólico o viral (Bandi y cols., 1997); en pacientes con 

cirrosis de origen colestático, no hay mucha información al respecto, aunque trabajos de 

nuestro laboratorio, en un modelo experimental de cirrosis (ligadura del conducto biliar, 

LCB) muestran un mayor almacenamiento de [Ca2+]i disponible en el momento de su 

activación debido a una mayor actividad de la SERCA, bomba encargada de recaptar el 

calcio intracelular tras los estímulos (Atucha y cols., 2005, 2007; Iyu y cols., 2005); sumado a 

ello, también se observó una menor entrada capacitativa (ECC), que es un mecanismo 

importante en la generación de señales de la homeostasis del Ca2+ celular. 

 

Pero, ¿cuáles son los factores  que producen un aumento en la  liberación de [Ca2+]i ?  

Aunque no están completamente elucidados, hemos encontrado diversos trabajos que han 

demostrado la existencia de un aumento de homocisteína (Hcy) en el plasma de pacientes 

con cirrosis alcohólica y no alcohólica; por ello, la hiperhomocisteinemia (HHcy) ha sido 

asociada al curso de la enfermedad del hígado, del riñón y enfermedades aterotrombóticas 
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vasculares (García-Tevijani, 2004; Hohammad, 2005; Lenzt, 2005). En el 2000, Thombyjeh y cols 

demostraron que la Hcy puede inhibir mecanismos anticoagulantes reduciendo la función 

de la antitrombina III; además, elevadas concentraciones de Hcy son capaces de organizar 

lipoproteínas vinculadas a la fibrina, reduciendo la activación del plasminógeno. La Hcy 

incrementa los niveles de [Ca2+]i, induciendo un aumento de ácido araquidónico (AA), 

formación de TXA2 y especies reactivas de oxígeno (ROS), resultando en un incremento en 

la agregación y secreción plaquetaria (Leoncini, 2003). Las ROS, incluyendo H2O2, son muy 

importantes mensajeros intracelulares necesarios para la activación de un gran número de 

mecanismos de señales de transducción, en muchos tipos celulares (Rosado y cols., 2004), 

incluyendo la elevación del [Ca2+]i , debido principalmente a la inhibición de la SERCA y 

consecuente activación de los canales de Ca2+; además, el H2O2 puede modificar el [Ca2+]i 

por interacción con la PMCA, el principal mecanismo involucrado en la eliminación del 

Ca2+ intracelular en las plaquetas humanas (Redondo,2004).   

 

También se ha descrito, en células endoteliales y fibroblastos, que los ácidos biliares 

tienen efectos sobre la [Ca2+]i compatibles con una mayor movilización, aunque en las 

plaquetas no hay nada claro todavía. 

 

Otro posible participante es el óxido nítrico (NO), un mediador local ampliamente 

reconocido como participante en la fisiopatología de las alteraciones cardiovasculares y 

renales de la cirrosis hepática (Criado y cols., 2005; Atucha y cols., 2005). El análisis de la literatura 

también apoya la hipótesis de que el NO puede estar jugando un papel decisivo en estas 

alteraciones (Dedkova y cols., 2002), al aumentar la receptación de calcio por los almacenes 
(Trepakova  y cols., 1999). 

 

Uno de los tratamientos para reducir  el riesgo vascular puede ser el  reducir los 

niveles de Hcy en la sangre; en la última década, se han publicado diversos artículos que 

han apuntado a un papel del ácido fólico en la fisiopatología de la cirrosis ya que ensayos 

en plasma han revelado niveles subnormales de folato en pacientes cirróticos (Hawkinson y 

cols., 2002). Experimentos realizados por Durand y cols. (1996) demostraron que una 

depleción de ácido fólico potencia la actividad plaquetaria por un aumento en la actividad 

del AA y la consiguiente elevada formación de TXB2, existiendo además un desbalance de 

ácidos grasos plaquetarios y plasmáticos.  

 

Es muy probable que en la fase final de la enfermedad (con presencia de ascitis), en la 

que hay una mayor tendencia al sangrado, exista un deterioro de la función plaquetaria que 

incluya una alteración de los mecanismos de señalización del calcio, además de la 

trombopenia, como puede ser un mayor descenso de la entrada capacitativa o del tamaño 

de los almacenes. De confirmarse, sería muy interesante encontrar los mecanismos 

moleculares implicados en este deterioro, ya que se podría intentar combatir el riesgo de 

hemorragias de estos enfermos con cirrosis avanzada. 

 

Para intentar avanzar en el conocimiento de estas alteraciones, hemos preparado los 

siguientes objetivos. 
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Objetivos:  
 

• Analizar la agregación plaquetaria, expresión de P-selectina, movilización del Ca2+ 

intracelular ([Ca2+]i) y producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en 

plaquetas de ratas con LCB con ausencia y presencia de ascitis. 

 

• Estudiar el papel del óxido nítrico (NO), mediante la inhibición crónica de su síntesis 

con L-NAME o tras la reducción de su disponibilidad con butionina sulfoximina 

(BSO), en la movilización del Ca2+intracelular, en plaquetas de ratas LCB con 

ausencia y presencia de ascitis. 

 

• Estudiar el papel de los ácidos biliares (ácido desoxicólico y quenodesoxicólico) en la 

movilización del Ca2+ y expresión del receptor de activación (P-selectina), en 

plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis. 

 

• Estudiar el papel de la homocisteína (Hcy) en la agregación plaquetaria, expresión de 

P-selectina, movilización del Ca2+  intracelular y producción de especies reactivas de 

oxígeno, en plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis, mediante el 

tratamiento crónico con ácido fólico. 

 

Metodología:  

 

Los experimentos se realizaron en ratas cirróticas (mediante ligadura del conducto 

biliar: LCB) y sus controles. La agregación plaquetaria en respuesta a ADP (5 μM) se midió 

en plasma rico en plaquetas mediante un lumiagregómetro. Para la medición de los cambios 

en la [Ca2+]i y ROS hemos usado agonistas como la Trombina (0,3 U/ml), ADP (5 μM) y 

Hcy (10 a 100 μM) y ácidos biliares (desoxicólico: DC y quenodesoxicólico: CDC) y para el 

descenso en la disponibilidad de NO se utilizó butionina sulfoximina (BSO). Las plaquetas 

fueron incubadas con Fura-2 (para la detección de [Ca2+]i) y CM-H2DCFDAacetil-ester 

(para la detección de ROS) y analizadas por  espectrofotometría de fluorescencia. En 

algunos experimentos, los animales fueron tratados con ácido fólico en el agua de bebida (8 

mg/Kg/día) y L-NAME (1 mg/Kg/día). La detección del receptor de activación 

plaquetaria (P-selectina) fue realizada con citometría de flujo, siendo las plaquetas 

previamente incubadas con Hcy, ácidos biliares, citoquinas: IL-6 y TNFα. 

 

Resultados:  

 

1. Los animales con LCB presentan una mayor agregación plaquetaria in vitro, tanto si 

se expresa como porcentaje máximo o como duración de la respuesta. La presencia 

de ascitis, revierte esta alteración e incluso reduce notablemente la duración de la 

respuesta.  
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• FACTORES INTRÍNSECOS:  

 

2. Basalmente, hay una mayor expresión del receptor de activación (P-selectina) en 

plaquetas de animales cirróticos (sin y con ascitis) que en las del grupo control. La 

estimulación con agonista (ADP) aumenta la expresión en todos los grupos, pero 

este aumento es mucho mayor en el grupo cirrótico sin ascitis.  

 

3. Los niveles basales de Ca2+ son más altos en las plaquetas de los animales cirróticos 

(Fig. 4). En el grupo de cirrosis sin ascitis, la respuesta a los agonistas ADP y 

trombina produce un mayor aumento del [Ca2+]i y el tamaño de los almacenes de 

Ca2+, estimado por la respuesta a tapsigargina mas ionomicina es mayor (Fig. 5, 6 y 7 

respectivamente). La ECC, está disminuida en las plaquetas de las ratas cirróticas y la 

aparición de ascitis altera aún más este proceso (Fig. 8). 

 

Papel del NO: respuesta a L-NAME crónico  
 

4. La inhibición crónica de la síntesis de NO con L-NAME no mejora las alteraciones 

en la homeostasis del Ca2+ citoplasmático en las plaquetas de los animales cirróticos 

(Fig. 11, 12 y 14). 

 

Disminución de la disponibilidad de NO, tras el tratamiento agudo con BSO 

 

5. Se observa que la reducción de los niveles de NO en la plaquetas, reduce basalmente 

la [Ca2+]i, normalizando los niveles de Ca2+ en el grupo de LCB (21 días) (Fig. 16). 

También observamos una reducción de los almacenes de Ca2+, tanto en plaquetas de 

animales LCB (21 días) como en el grupo control. En la ECC, el BSO es capaz de 

disminuir aún más la entrada de Ca2+ a los almacenes en los animales LCB (21 días) 

(Fig. 19 y 20). 

 

6. Basalmente no se observan diferencias en la producción de ROS, entre plaquetas de 

animales cirróticos con respecto al grupo control. Pero tras la estimulación con el 

agonista (trombina), las plaquetas de los animales cirróticos producen una mayor 

cantidad de ROS que su grupo control (Fig. 22). 

 

•       FACTORES EXTRÍNSECOS: 

         

EFECTO AGUDO DE LOS ÁCIDOS BILIARES  

 

7. La incubación con los ácidos desoxicólico (DC) y quenodesoxicólico (CDC) no altera 

la sobreexpresión del receptor de activación (P-selectina) encontrada en las plaquetas 

de animales LCB (21 días) (Fig. 24). 
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8. Los ácidos biliares DC y CDC son capaces de aumentar los niveles basales de Ca2+ 

intracelular tanto en plaquetas de animales cirróticos como en animales control (Fig. 

25). La incubación con DC hace que disminuya la respuesta al agonista (trombina), 

por lo que a su vez también observamos una disminución de los almacenes de Ca2+ 

intracelular en animales cirróticos y controles (Fig. 26 y 27). La ECC también se ve 

doblemente disminuída en los tres grupos de estudio, tanto con el tratamiento con 

DC como con CDC (Fig. 29). 

 

EFECTO AGUDO DE LA HOMOCISTEÍNA (Hcy) 

 

9. Tras la sobrecarga con L-metionina, tanto en animales cirróticos como en controles, 

vemos que los niveles de Hcy en plasma, son significativamente más altos en 

animales LCB con respecto a su grupo control (Fig. 31). 

 

10. La incubación con Hcy a concentraciones crecientes (1, 25 y 100 μM) aumenta la 

respuesta de agregación al ADP en controles y LCB (15 y 21 días); en cambio, en los 

animales con presencia de ascitis la Hcy no altera su respuesta (Fig. 32). 

 

11. La incubación con la Hcy, no altera la sobreexpresión del receptor de activación (P-

selectina), ya encontrada en plaquetas de animales LCB (21 días) (Fig. 33). 

 

12. La Hcy aumenta los niveles basales de Ca2+ intracelular en el grupo control (10 y 25 

μM) y sin ascitis (25 μM) (Fig. 34). Además, la Hcy (25 μM) aumenta la respuesta al 

agonista (trombina) en estos dos grupos (Fig. 36). Sin embargo, no es capaz de alterar 

el tamaño de los almacenes de Ca2+ intra-plaquetarios ni la ECC, en ninguno de los 

grupos de estudio (Fig. 37). 

  

13. La Hcy (200 μM) produce una mayor cantidad de ROS en el grupo cirrótico, siendo 

esta más significativa en el grupo con ascitis (Fig. 39). 

 

EFECTO DEL TRATAMIENTO CRÓNICO CON ACIDO 

FÓLICO 

 

14. El tratamiento con ácido fólico disminuye la respuesta de agregación plaquetaria, 

sobre todo en el grupo cirrótico, siendo este descenso mucho más pronunciado en 

ausencia de ascitis (con un 57,5 % de descenso) (Fig. 40 y 42) (Tabla L, anexos).   

 

15. El tratamiento crónico con ácido fólico no altera la expresión basal de la P-selectina, 

pero disminuye la respuesta a ADP en todos los grupos experimentales (Fig. 43). 

 

16.    Tras el tratamiento crónico con ácido fólico, ni los niveles basales de Ca2+ intracelular, 

tamaño de los almacenes de Ca2+, ni la ECC, se normalizan en los animales de 
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estudio. Pero sí produce una disminución en cuanto a la respuesta a agonista 

(trombina) en el grupo de cirrosis sin ascitis (Fig. 47). 

 

17.   El tratamiento crónico con ácido fólico disminuye la excesiva producción de ROS en 

respuesta a trombina u Hcy en las plaquetas de los animales cirróticos, 

normalizándola (Fig. 49 y 50). 

 

Conclusiones:  

 

1. Los animales con cirrosis biliar experimental por ligadura del conducto biliar (LCB), 

sin presencia de ascitis, presentan una mayor agregación plaquetaria. Esta alteración 

está relacionada con una mayor movilización del Ca2+ intracelular, pero con una 

menor ECC. Sumado a ello, presentan sobreexpresión del receptor de activación (P-

selectina) y una mayor producción de ROS. La presencia de ascitis revierte parte de 

estas alteraciones, llegando incluso a producir una hipoagregación, que se acompaña 

de una gran disminución de la ECC y una excesiva producción de ROS.  

 

2. El óxido nítrico (NO) tiene un papel en el mantenimiento de los niveles de Ca2+ 

intracelular en las plaquetas de animales LCB, ya que su ausencia hace que disminuya 

aún más la ECC.  

 
3. Un aumento plasmático de ácidos biliares, como el desoxicólico (DC) y 

quenodesoxicólico (CDC), podría explicar en parte los niveles elevados de [Ca2+]c 

plaquetario basal y la menor ECC en animales con cirrosis biliar experimental. Sin 

embargo, estos ácidos biliares no están relacionados con la sobreexpresión de la P-

selectina encontrada en los animales cirróticos sin ascitis. 

 

4. El tratamiento crónico con ácido fólico puede ser efectivo en la cirrosis biliar, en una 

fase pre-ascítica,  ya que revierte la hiperagregación plaquetaria y produce una menor 

expresión de la P-selectina en respuesta a agonista. Esto se acompaña de una 

normalización en la producción de ROS y una menor liberación de Ca2+ de los 

almacenes, aunque sin cambios en la ECC.  

 
5. Diversos factores plasmáticos (Hcy, NO, ácidos biliares) pueden contribuir a la  

hiper- excitabilidad plaquetaria de la cirrosis biliar experimental sin ascitis, mediante 

un aumento excesivo de los niveles de Ca2+ y/o producción de ROS. La aparición de 

ascitis reduce la duración de la respuesta de agregación, lo que puede ser explicado 

por la mayor producción de ROS.  
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1.   PLAQUETAS  

1.1   CARACTERÍSTICAS GENERALES  

 

En 1880, Bizzozero y Harem, de forma independientemente, describieron unas 

partículas de la sangre, previamente observadas por otros, como unos corpúsculos más 

pequeños que las células rojas y blancas y que ellos llamaron hemoblasto o plaqueta (Zucker 

y col., 2007). Bizzozero describió que la pérdida de sangre producida por la lesión vascular, es 

bloqueada por una acumulación de plaquetas, que forman un trombo blanco. Diferencian 

así un tipo de células que poseen la propiedad de aglutinarse y adherirse a las superficies 

extrañas, demostrando su participación en la trombosis y en la coagulación sanguínea así 

como en la inflamación y aterogénesis (Shapiro, 1999). 

 

ORIGEN 

 

Las plaquetas o trombocitos son fragmentos citoplasmáticos producidos por los 

megacariocitos en la medula ósea. Los megacariocitos son células mieloides raras 

(constituyendo menos del  1 % de estas células) que residen principalmente en la médula 

ósea, pero también se han encontrado en el pulmón y en la sangre periférica. Un 

megacariocito tiene un tiempo de vida corto, incluyendo procesos que envuelven la 

destrucción y la liberación de los residuos del cuerpo celular y del material nuclear y 

culminando en la liberación de 100 a 1000 plaquetas (Richardson y cols., 2005; Patel y cols., 2005).  

Los megacariocitos no solo deben producir y replicar el citoesqueleto especializado 

de cada plaqueta, sino también cargan a las plaquetas con la asignación apropiada de 

organelas y gránulos esenciales para su función hemostática. Los megacariocitos maduros 

al ser estimulados con  trombopoyetina, replican el contenido de su núcleo, incrementan el 

volumen plasmático y a partir de evaginaciones de su membrana emiten extensiones de las 

que se van originando agregados plaquetarios, llamados protoplaquetas. En  un periodo de  
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4 a 10 horas, las plaquetas adquieren la forma discoidal aplanada de 2-3 m de diámetro 

(Fig. 1) (Redondo, 2004; Richardson y cols., 2005; Patel y cols., 2005). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las plaquetas se clasifican como células, pero no tienen núcleo. Tienen forma 

discoidal y un aspecto granular. El número de plaquetas circulantes oscila entre 150.000-

450.000 plaquetas/l en los humanos y 500.000-1.300.000 plaquetas/l en ratas (Watson y 

cols., 1996); el 70 %  están en la circulación y el 30 % en el bazo. Permanecen en circulación 

durante un promedio de 7 a 10 días y su ciclo vital termina cuando se produce el coágulo 

sanguíneo o hay algún trauma en los vasos. Una vez transcurrido ese tiempo el “sistema 

fagocítico mononuclear” en el bazo (por macrófagos) e hígado (por las células Kuffer) las 

retiran (Zucker  y cols., 2007; Redondo, 2004). 

 

1.2  ESTRUCTURA PLAQUETARIA 

 

         La estructura de las plaquetas se adapta a la gran variedad de funciones que deben 

desempeñar, con zonas anatómicas preferentemente dedicadas a cada una de ellas: en la 

membrana plaquetaria se producen las interacciones con el exterior, el citoesqueleto es el 

responsable de la contracción celular, los gránulos específicos almacenan sustancias pro-

hemostáticas, pro-cicatrizantes y activadoras de las propias plaquetas y los sistemas 

membranosos amplifican la superficie plaquetaria y alojan componentes químicos 

involucrados en la activación. Las plaquetas poseen además estructuras anatómicas 

destinadas a algunas funciones celulares específicas, como el metabolismo energético, una 

escasa capacidad de síntesis proteica, y mecanismos de endocitosis y exocitosis (García Allut, 

2000). 

 

Figura 1: Producción de plaquetas por 
el megacariocito.                                                 
(A) Megacaricito, (B) comienzo de la 
formación de protoplaquetas, (C) 
elongación dirigido por microtúbulos 
donde las organelas son dirigidas a la 
protoplaqueta, (D) el megacariocito es 
convertido en una masa de 
protoplaquetas, los núcleos son 
eventualmente eliminados de las 
protoplaquetas finales y son liberadas las 
plaquetas (Patel y cols., 2005). 
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1.2.1  MEMBRANA  PLAQUETARIA  

  

   La membrana constituye el  límite o separación de la plaqueta con el exterior, no 

solo en su superficie biconvexa principal, sino también de los canales intraplaquetarios. 

Está integrada por tres capas: 
 

 Glucocálix (G): Es la cubierta exterior, mide de 15-20 nm de grosor y contiene  

diversos receptores, entre ellos el complejo glicoproteico Ib-IX, que interacciona 

con el factor von Willebrand en el proceso de adhesión, y el complejo 

glicoproteico IIb-IIIa, que lo hace con el fibrinógeno en la agregación. También 

presenta otros receptores capaces de iniciar la activación plaquetaria (Fig. 2).  

 

 Membrana unitaria (MU): Es la bicapa fosfolipídica, asimétrica, rica en ácido 

araquidónico. En respuesta a la activación, la membrana se carga negativamente, 

siendo esencial como soporte a los factores de coagulación (actividad 

procoagulante), y el ácido araquidónico entra en el metabolismo de los 

eicosanoides, participando en la transmisión del estímulo recibido en la membrana  

hacia las regiones celulares efectoras (Fig. 2). 

 Área sub-membranosa: Está unida a las porciones trans-membranosas de 

algunas glicoproteínas y contiene filamentos sub-membranosos, que forman parte 

del citoesqueleto (Fig. 2). En esta zona se produce la transformación de las señales 

recibidas en la superficie exterior, en los mensajes químicos y alteraciones físicas 

que activarán a la plaqueta (Patel y cols., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Dibujo esquemático de una 
plaqueta.  
Los componentes de la zona pereriférica 
incluyen el Glicocálix (G), membrana 
unitaria (MU) y área de sub-membranas: La 
matriz  del  interior es la zona sol-gel que 
contiene filamentos de actina, glicógeno 
(Gly), también incluyen a mitocondrias (M), 
gránulos α (Ga) y gránulos densos (Gd). 
Colectivamente constituyen la zona de 
organelas. Los sistemas de membranas 
incluyen el sistema canalicular abierto 
conectado a la superficie (SCA) y el 
sistema tubular denso (STD) que es el 
retículo endoplásmico en la plaqueta 
(Shapiro, 1999; White, 1998; Lodish y cols., 
2005). 
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1.2.1.1 Moléculas de adhesión  

 

     Las moléculas de adhesión son proteínas trans-membrana que se encuentran en 

la superficie de las células e intervienen en el mantenimiento de la integridad de un tejido 

y en el control de ingreso de mediadores. Estas moléculas las podemos agrupar en 

glicoproteicas (receptores glicoproteicos) y no glicoproteicos (receptores no 

glicoproteicos) (García, 2009). Haremos una breve descripción de las moléculas implicadas 

en la función plaquetaria. 

 

a.      Glicoproteínas  

               Las glicoproteínas (GP), son proteínas unidas covalentemente a carbohidratos, 

cuya función principal es el reconocimiento celular cuando están presentes en la superficie 

de las membranas plasmática, es decir actúan como receptores (receptores 

glicoproteicos). En las plaquetas median entre otras, dos funciones de capital importancia 

para el mantenimiento de una hemostasia correcta: la adhesión de las plaquetas sobre las 

superficies vasculares dañadas y la interacción plaqueta-plaqueta o agregación plaquetaria. 

Clásicamente las GP, han sido clasificadas en distintas familias: integrinas, GP ricas en 

leucina, selectinas y la superfamilia de inmunoglobulinas. 

 

a.1   Integrinas    

 Son GP de membrana con dos subunidades principales designadas α/β. Actúan 

como mediadores en los procesos de adhesión celular, por interacción de una amplia 

variedad de ligandos proteicos extracelulares que contienen la secuencia peptídica Arg-

Gly-Asp. La subunidad β1, es compartida por unos receptores descritos en los 

linfocitos T activados, este grupo también incluye a los receptores de membrana 

plaquetaria para la fibronectina. Las integrinas con subunidad β2, se han identificado 

predominantemente en leucocitos. Los receptores con la subunidad β3 constituyen la 

familia de las citoadhesinas, que incluyen receptores de membrana plaquetaria para el 

fibrinógeno  y la vitronectina (Mulvihill y cols., 2002; Hynes, 1991; Newman, 1991). 

 Complejo glicoproteico IIb-IIIa (αIIbβ3): Es el complejo más abundante en la 

membrana plaquetaria, es el lugar de unión de diferentes proteínas adhesivas: 

fibrinógeno, fibronectina, factor von Willebrand, vitronectina, trombospondina y 

colágeno. Este complejo juega un papel importante en la agregación plaquetaria, 

actuando como receptor del fibrinógeno, molécula que al unirse a la GP IIb-IIIa 

de las plaquetas activadas, forma un puente entre ellas, favoreciendo la agregación 

de las mismas. También participa en la retracción del coágulo, proporcionando un 

lugar de unión entre el citoesqueleto de las plaquetas activadas (talina y vinculina) 

en la parte citoplasmática y la membrana plasmática (Yang y cols., 2003). 
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 Glicoproteína IV (GP IIIb): Además de estar presente en las plaquetas, también 

las encontramos en monocitos, células endoteliales y eritrocitos indiferenciados. 

Es receptor de la trombospondina y del colágeno. Si bien no es esencial para la 

unión plaqueta-colágeno, actúa acelerando el proceso (Yang y cols., 2003). 

 Glicoproteína VI: Este receptor es el que desempeña el papel más importante en 

la adhesión de las plaquetas a las fibras de colágeno (Kehrel y cols., 1998). Por otra 

parte, orientada hacia la cara interna de la membrana, va a transmitir la señal hasta 

provocar la liberación de Ca2+ desde los depósitos internos (Suzuki-Ionoue y cols., 

2002). 

 Glicoproteína Ia y IIa (VLA-2, α2β1): Este receptor es específico para adherir 

las plaquetas al colágeno (tipo I/IV) y al factor von Willebrand de manera 

independiente de la adhesión plaquetaria a la pared del vaso sanguíneo. Estos 

receptores son de suma importancia para el comportamiento de la plaqueta y se 

cree que aumentan el riesgo de que suframos trombosis tras la ruptura plaquetaria 

(Okuda y cols., 2003).  

 Glicoproteína Ic y IIa (VLA-5, α5β1): Reconocen de manera específica a la 

fibronectina y permite que la plaqueta se adhiera al sustrato. También son capaces 

de formar heterodímeros con GP Ia, para poder unirse al colágeno (Gilbert, 1999). 

 
a.2  Glicoproteínas ricas en leucina 

  Esta familia de GP está constituida por proteínas con similitudes estructurales 

aunque no funcionales. Todas presentan una secuencia de 24 aminoácidos con un alto 

contenido en leucina. En la membrana plaquetaria encontramos al complejo GP Ib-

IX-V, que juega un rol central en la adhesión de las plaquetas a las paredes del vaso 

dañado por interacción con el factor von Willebrand (vWF) unida a colágeno (Bennett, 

1991).  

a.3  Selectinas 

       Estas moléculas de adhesión celular interactúan con ligandos de carbohidratos 

sobre leucocitos y células endoteliales. Las selectinas se nombran según el tipo 

de célula en que fueron originalmente identificadas: endoteliales (E-selectina), 

plaquetas (P-selectina) y leucocitos (L-selectina) (Fig. 3). Entre estas moléculas la P-

selectina es la más conocida, debido a su expresión en condiciones definidas tanto en 

plaquetas como en células endoteliales.  

 P-Selectina: La P-Selectina (CD62P) llamada así por ser definida originalmente 

en plaquetas (activadas), también recibe el nombre de proteína de membrana granular 

(GMP-140) o proteína de activación plaquetaria dependiente de la membrana externa 

granular (PADGEM), con un peso molecular de 140 kDa. Es un componente de la  
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membrana de los gránulos α y gránulos densos de las plaquetas y también de 

la membrana de los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales. Media la 

interacción entre leucocitos y células endoteliales.  

   Tras la activación plaquetaria, se expresan aproximadamente 10.000 moléculas de 

P-selectina en la superficie de plaquetas, utilizándose en clínica como un marcador de 

activación plaquetaria (McEver., 2001).       

   Al igual que las otras selectinas, P-selectina tiene un dominio lectina N-terminal, 

un factor de crecimiento epidérmico, (generalmente) nueve repeticiones de la proteína 

reguladora, una región trans-membrana y una cola corta intra-citoplasmática (Fig. 3) 

(Blann y cols., 2003). Su ligando de unión es, PSGL-1 (glicoproteína ligando-1 de la P-

selectina), una proteína expresada en la superficie de leucocitos, células endoteliales y 

plaquetas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

   La expresión de la P-selectina en la membrana plasmática, no parece ser 

simplemente para ayudar a los leucocitos y/o a la adhesión endotelial, hay pruebas de 

que también es importante para la agregación entre plaquetas, la estabilización inicial 

de la interacción GP IIb/IIIa-fibrinógeno, lo que permite la formación de grandes y 

estables agregados plaquetarios. Merten y cols., mostraron que inhibiendo la P-

selectina con un anticuerpo monoclonal se producía entre un 95-100 % de 

desagregación, mientras que los anticuerpos contra PSGL-1, GP Ib o GP IIb/IIIa no 

tuvieron efecto. Esto muestra, además, que la P-selectina causa la agregación a través 

de otros receptores diferentes al PSGL-1 (Merten y cols., 2000). 

   Además de las propiedades antes mencionadas de la P-selectina, en la facilitación 

de la adhesión de las plaquetas y los neutrófilos al endotelio, también se ha sugerido 

que la adhesión es responsable de activar el endotelio y de la creación de un 

mecanismo de retroalimentación positiva. De hecho, la P-selectina tiene 

Figura 3: Representación esquemática de la estructura de las selectinas. Incluye un dominio tipo lectina, 
un dominio tipo factor de crecimiento epidérmico, dos o más dominios tipo proteína reguladora del 
complemento, una región transmembranal y una región intracitoplásmica corta en el extremo carboxilo 
terminal (Blenn y cols., 2003). 
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actividades procoagulantes en la que regula la producción del Factor Activador de 

Plaquetas (PAF) por los monocitos, y a la vez estos aumentan la fagocitosis (Elstad y 

cols., 1995). Además inducen la formación de factor tisular (TF) esto hace 

posiblemente que tenga un rol importante en la inflamación y aterogénesis (Polanowska 

y cols., 2010; Lindmark y cols., 2000; Furie y col., 1996; Celi y cols., 1994). 

 

a.4   Superfamilia de Inmunoglobulinas 

               Los miembros de esta familia se caracterizan por tener los llamados dominios 

inmunoglicoprotéicos que consisten en dos láminas peptídicas en estructura β-

plegada y en disposición antiparalela estabilizadas por puentes disulfuro. El conjunto 

de los genes que codifican estas moléculas ha sido designado “superfamilia de los genes 

de las inmunoglobulinas”, cumpliendo un gran variedad de funciones biológicas 

importantes, como en la adhesión, diferenciación celular, así como en la 

angiogénesis, inflamación y en las repuestas inmunitarias (García, 2011).  Estas 

molécula, median la adhesiones célula-célula homotípicas y comprenden a las ICAM-

1-2-3-4-5 (molécula de adhesión intracelular), C-CAM (molécula de adhesión célula-

célula), VCAM-1 (molécula de adhesión vascular), PECAM-2 (molécula de adhesión 

plaqueta-endotelio), JAMs (moléculas de adhesión juncional o de unión adherente 

entre endotelio-leucocito o leucocito-plaqueta), NCAMs (molécula de adhesión 

neuronal) y muchas estructuras (Ross & Pawlina, 2007; MeSH, 2010). 

 

En la tabla 1, hacemos un resumen de las glicoproteínas presentes en las plaquetas. 

 
b.    Receptores no glicoproteicos  

    Estas moléculas de adhesión no GP, que regulan también la activación y 

agregación plaquetaria, incluyen receptores para el ADP (P2Y1, P2Y12 y P2X1), la 

trombina (PAR-1, PAR-3, PAR-4), la serotonina (5-HT2), la adrenalina (receptor α2, 

receptor β1) y para diferentes prostanoides (Prostaglandina, Prostaciclina y Tromboxano). 

     Por ejemplo, el ADP se une a las plaquetas en reposo a través de un receptor 

altamente específico (P2Y12). Esta unión induce la exposición de la GPIIb-IIIa, para que 

se produzca la agregación plaquetaria a través de puentes de fibrinógeno. Además, el ADP 

actuaría inhibiendo la adenil-ciclasa, enzima que interviene en los procesos de inhibición 

plaquetaria, mediante un incremento en los niveles de AMPc (Bennet y col., 1979; Colman, 1984; 

Angiolillo & Ferreiro, 2010). 

     O bien, cuando la adrenalina actúa sobre los receptores adrenérgicos (α2 ó β1) 

induciendo la agregación plaquetaria sin que exista un previo cambio de forma, y 

potenciando a la vez concentraciones sub-umbrales de otros agonistas. 

 

 

http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=864769
http://dialnet.unirioja.es/servlet/autor?codigo=2498585
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   Factor von Willebrand (vWF), Ligando Glicoproteico para la P-selctina (PSGL), Glicoproteína (GP), Fibrinógeno 
(Fb), Fibronectina (Fn), Vitronectina (Vn), Trombospondina (TSP), Desintegrina (y), Antígeno muy tardío (del 
inglés: very late antigen: VLA), Molécula de adhesión celular endotelio-plaqueta (PECAM), Molécula de adhesión 
juncional  o de unión adherente (JAM), Molécula de adhesión intracelular (ICAM), Grupo de Diferenciación (CD del 
inglés: cluster of differentiation). La nomenclatura CD se propuso en 1982 y sirve para nombrar a moléculas de 
superficie celular (antígenos), que son reconocidos por ciertos anticuerpos monoclonales (Tabla adaptada de 
Watkins, 2010). 

 
 
 
 
 

Receptor GP Expresión Ligando Referencia 

GPIb (CD42a/b) Constitutivamente 
Trombina, vWF, P-selectina, 
Mac-1, GPIb  y TSP 

(Nachman  y cols., 1979, 
Clemetson, 1983, Jurk  y cols., 
2003, Romo y cols., 1999, 
Takamatsu  y cols., 1986, Wang  
y cols., 2005) 

GPIa/IIa 

(α2β1,CD49b/2, VLA-2) 
Constitutivamente Colágeno y laminina 

(Elices y Hemler, 1989, Saelman  
y cols., 1994) 

GP IIb/IIIa  

(CD41/61, αIIbβ3) 
En la activación 

  Fb, Fn, vWF, Vn, TSP,    
ADAM15 

(Bombeli  y cols., 1998, Langer  
y cols., 2005, Nachman y Leung, 
1982) 

GPIV (CD36) En la activación   Colágeno & TSP  
(Asch  y cols.,1987, Tandon y 
cols ., 1989) 

GPV (CD42d) En la activación   vWF, trombina  
(Calverley  y cols., 1995, Dong  
y cols., 1997). 

GP VI (CD49) 
Constitutivamente, 
aumento en la 
activación 

  Colágeno (Clemetson y cols., 1982) 

P-selectina (CD62P) En activación   PSGL-1, CD24  
 
(Moore y cols., 1995, Stenberg  
y cols., 1985) 

PSGL-1 (CD162) 
Constitutivamente, 
 Aumento en la   
activación 

  P-selectina 
(Moore  y cols., 1995, Hsu-Lin  y 
cols., 1984, Frenette  y cols., 
2000) 

ICAM-2 (CD102) Constitutivamente   LFA-1 (αLβ2), Mac-1 (αMβ2) (Diacovo  y cols., 1996) 

PECAM-1 (CD31) Constitutivamente   PECAM-1 y αvβ3  
(Albelda y cols., 1991, Dhanjal  
y cols., 2007) 

JAM-A (F11R) Constitutivamente   JAM-A   (Langer  y cols., 2005) 

JAM-C Constitutivamente 
  JAM-B, JAM-C,  Mac-1 
  (αMβ2) y αVβ2 

(Santoso  y cols., 2002) 

αvβ3 (CD51/61)  
  Osteospontina, Fb, Fn, Vn, 
TSP, vWF y  PECAM-1 

(Bennett  y cols., 1997, Columbo 
y Bochner, 2001, Gawaz, 2004) 

VLA-5 (CD49e/29, α5β1) Constitutivamente   CD40 ligando, Fb, Fn 
(Hemler y cols..,1988, 
Podolnikova  y cols., 2003, 
Ruppert  y cols.,1995) 

VLA-6 (CD49f, α6β4)    CD40 ligando, Fb, Fn 
(Hemler y cols., 1988, 
Podolnikova  y cols., 2003, 
Ruppert  y cols.,1995) 

Tabla 1: Glicoproteínas presentes en las plaquetas. 
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1.2.2  SISTEMA DE MEMBRANAS INTERNO    
 
           La plaqueta tiene un sistema de canales conectados a la superficie llamado el 

sistema canalicular abierto (SCA) y un sistema tubular denso (STD), no conectado. 

1.2.2.1 Sistema canalicular abierto (SCA) 

              Corresponde a los canales abiertos al exterior que le dan características de esponja 

a la plaqueta. A través del SCA (Fig. 2), las sustancias del plasma entran al interior de la 

plaqueta y salen los productos plaquetarios. La liberación de productos plaquetarios a 

través del SCA, tras la activación plaquetaria, se llama “reacción de liberación”. Las membranas 

son ricas en glicoproteínas, que sirven como receptores de componentes que desencadenan 

la activación plaquetaria y como sustratos para las reacciones de adherencia y agregación. 

Los fosfolípidos de la membrana del SCA, son importantes para la coagulación porque 

proporcionan la superficie sobre la cual reaccionan las proteínas de la coagulación. La 

membrana también tiene la habilidad de traducir señales de superficie en señales químicas 

internas (Shapiro, 1999; Díaz-Ricardo, 2000; Patel y cols., 2005). 

 

1.2.2.2 Sistema tubular denso (STD) o Retículo endoplásmico (RE) 

              Es menos abundante que el SCA y está constituido por unos canales mucho más 

delgados, amorfos y que no se comunican al exterior (Fig. 2). Constituye el principal 

reservorio de Ca2+ plaquetario y en el que también se alojan enzimas del metabolismo de las 

prostaglandinas. Además se localiza la actividad peroxidásica, lo que iría a favor de la 

hipótesis de que el STD sería el retículo endoplasmático liso de la plaqueta. En la activación 

plaquetaria un paso central imprescindible es el incremento de Ca2+ citoplasmático, 

procedente básicamente de la movilización del mismo desde el STD, y a la inversa la 

plaqueta puede bombear Ca2+ desde el citoplasma hacia el STD, contribuyendo a mantener 

controlado su nivel citoplasmático y evitando el cambio de forma y otras respuestas  a la  

activación (Shapiro, 1999; Pujol y cols., 2001).   

 
1.2.3  CITOESQUELETO PLAQUETARIO 
 

  El citoesqueleto, es un conjunto de sistemas fibrilares en varios estados de 

polimerización, que consta de un citoesqueleto de membrana (con filamentos sub-

membranosos) y un citoesqueleto de citoplasma (compuesto por microtúbulos y 

microfilamentos) (Shapiro, 1999; Pujol y cols., 2001).  

  El citoesqueleto forma el sostén para el mantenimiento de la forma discoidal de la 

plaqueta así  como del sistema contráctil, que tras la activación, permite el cambio de 

forma, prolongación pseudopódica, contracción interna, liberación de constituyentes 

granulares, retracción del coágulo que, en resumen, caracterizan la función de las plaquetas 
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en la hemostasia. Estos elementos comprenden  entre el 30 % al 50 % de la proteína total 

de la plaqueta (Shapiro, 1999). 

 
1.2.4  GRÁNULOS ESPECÍFICOS 
 
            Formado por los gránulos y componentes celulares, tales como lisosomas, 

microperoxisomas, mitocondrias, ribosomas y aparato de Golgi. Estas zonas sirven en los 

procesos metabólicos de las plaquetas y almacenan enzimas y una gran variedad de 

sustancias importantes para la función plaquetaria. Se ha observado que la cinética de 

secreción de los diversos tipos de gránulos es secuencial, dependiendo de la intensidad de 

activación plaquetaria (Pujol y cols., 2001). 

 

1.2.4.1 Gránulos α 

 

     Son los más numerosos (50 por plaqueta), suelen ser esféricos u ovales limitados 

por una membrana. Son los principales lugares de almacenamiento de las sustancias 

destinadas a ser secretadas en las plaquetas activadas. Estas sustancias son factores 

mitogénicos, proteínas plaquetarias específicas, factores de coagulación, proteínas 

adhesivas, factores de permeabilidad vascular, inhibidores proteolíticos y factores 

fibrinolíticos (Shapiro, 1999; Pujol y cols., 2001).   

 

    El hecho de que las plaquetas liberen factores de crecimiento, ha hecho que se 

postulara su papel en la patogénesis de la ateroesclerosis, estimulando la proliferación del 

músculo liso. También liberan colagenasa, enzima que puede modificar la pared vascular. Se 

ha descrito que las plaquetas poseen un receptor específico para el factor de crecimiento 

plaquetario (PDGF), que liberan de los gránulos α; la interacción del PDGF con su 

receptor plaquetario ejerce una regulación negativa de la respuesta de la célula, ya que 

inhibe la agregación de las plaquetas con trombina (Vassbotn y cols., 1994). Otra proteína 

específica muy estudiada, es el factor plaquetario 4 (PF4) y la β-tromboglobulina (β-

TG) ambas con actividad mitogénica y  anti-heparina. 

    Estos gránulos, también contienen, factores proteicos, que podrían participar en el 

proceso de coagulación sanguínea, y en los procesos adhesivos plaqueta-plaqueta o 

plaqueta con otras células. El fibrinógeno, la proacelerina  (factor V de la coagulación) y 

el vWF liberado por las plaquetas, pueden unirse a la superficie plaquetaria y contribuir a 

los procesos adhesivos plaqueta-plaqueta o plaqueta sub-endotelio (Regañon y cols., 1985; Adams 

y cols., 1993). 

 

1.2.4.2 Gránulos densos 

 
     Poseen una morfología muy característica, una zona central muy densa rodeada 

por un halo transparente, delimitados por una membrana. Su densidad es debido a la 
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elevada concentración de Ca2+ y fósforo que son liberados al medio extracelular por la 

activación plaquetaria. Estos gránulos, contienen nucleótidos de adenina (ADP, ATP), 

serotonina (5-HT), pirofosfato y otros cationes (Pujol y cols., 2001; White, 1998). 

 

    La importancia fisiológica que tiene la liberación de ADP, se debe a que induce la 

estimulación de otras plaquetas en el micro-entorno, favoreciendo lo que se conoce como 

reclutamiento plaquetario o del trombo. El ATP por el contrario, antagoniza la acción agregante 

del ADP. La serotonina y el ADP liberados, tienen efectos vaso-activos, produciendo 

contracción en las arterias dañadas. Adicionalmente, la 5-HT tiene un débil efecto pro-

agregante sobre las plaquetas, y potencia el efecto de otros inductores de la respuesta 

plaquetaria (Hilis y cols., 1991). 

 

1.2.4.3 Lisosomas 

 
     La fuerte estimulación de las plaquetas (por ejemplo con trombina), produce la 

liberación de lisosomas plaquetarios. Estos gránulos contienen actividades hidrolíticas y 

proteolíticas, para destruir la formación del trombo. Otros componentes proteicos 

importantes desde el punto de vista funcional de la plaqueta son las proteínas que ligan 

nucleótidos de guanina o proteína G y diversas enzimas: fosfolipasas, quinasas y otros. 

 

1.3   FUNCIÓN PLAQUETARIA 

 
Su principal función es en la hemostasia, es decir sirve de soporte endotelial 

cubriendo los defectos dejados por las células endoteliales en el sistema vascular. Lo realiza 

adhiriéndose mecánicamente al sub-endotelio y agregándose unas con otras para mantener 

la continuidad de los vasos. Estos agregados forman una barrera física que limita la 

pérdida de sangre inmediatamente después que se produce la lesión. A su vez las plaquetas 

liberan sus componentes intra-citoplasmáticos; aumentando la vasoconstricción y 

amplificando la coagulación. Además, los fosfolípidos de la membrana plasmática 

intervienen en la vía intrínseca de la coagulación. También intervienen en la respuesta 

inmunitaria, especialmente en la inflamación: estimulando la cicatrización y la quimiotaxis 

de leucocitos, fibroblastos y células musculares. El proceso de transformación de plaquetas 

inactivas en un tampón plaquetario se debe a la adecuada interacción de tres sistemas: la 

hemostasia primaria, hemostasia secundaria y retracción del coagulo. 

 

1.3.1  HEMOSTASIA PRIMARIA  
 

  La activación de las plaquetas desempeña un papel esencial en las respuestas tanto 

fisiológicas como patológicas, pudiendo ser activadas bajo una amplia variedad de 

estímulos. Tras producirse una lesión en el vaso sanguíneo, se produce una constricción 

vascular, terminando en la formación del trombo blanco o tapón  plaquetario. Para ello, 
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la plaqueta debe pasar por cuatro fases: cambio de forma, adhesión, secreción y agregación 
(Sharathkumar y col., 2008). 

 

 1.3.1.1 Cambio de forma 

 
   Es la primera manifestación física de la activación plaquetaria, es el cambio de 

forma discoide (Fig. 4A) a esferoide, que se acompaña de un incremento en la superficie 

desde 8,02 µm2 (plaqueta en reposo) a 13 m2 (plaqueta activada). Disminuye la longitud 

del sub-esqueleto sub-membrana aportando así membranas para este proceso. Este cambio 

da lugar a la formación de varios pseudópodos finos o filipodios (0,1 m de diámetro) 

desde el borde del disco (Fig. 4B) (García Mesa y cols., 2000; Zucker, y cols., 2007). Para que se den 

estos cambios es importante un notable incremento en los niveles de Ca2+ intracelular para 

la activación de las fibras de actina y miosina (García Mesa y cols., 2000). El segundo paso es el 

cambio de forma, de disco a una esfera irregular, que esta correlacionado con la 

fosforilación de la miosina y además en el citoplasma aparece una red de filamentos de 

actina. El cambio de forma causa que el haz de microtúbulos se tumbe debajo del borde 

del disco para centralizarse y rodear los gránulos de las plaquetas, los cuales son 

concentrados en el centro de la misma (Fig. 4C) (Shapiro, 1999; Díaz-Ricardo, 2000). Es un 

proceso independiente de Ca2+ (cuando el estímulo es el ADP) y dependiente de energía 

(García Mesa y cols., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.1.2  Adhesión plaquetaria 

     Cuando ocurre una lesión en la pared de un vaso, quedan expuestos productos 

subendoteliales (por ejemplo, colágeno, Factor von Willebrand, fibronectina y laminina) 

existiendo una serie de interacciones entre receptores de membrana y sus correspondientes 

ligandos en el sub-endotelio expuesto. En el inicio del proceso de adhesión plaqueta-vaso, 

juega un papel preponderante el complejo glicoproteico de las plaquetas (GP Ib/IX), que 

Figura 4: Cambio de forma de las plaquetas durante la coagulación. (A) Forma discoide de la plaqueta, (B) cuando son 
expuestas a agentes coagulantes  las células se asientan en el sustrato y extienden numerosos filipodios, (C) y luego se 
expanden debido a un reordenamiento del citoesqueleto de actina el cual está unido a la membrana plasmática (Lodish y 
cols., 2005). 

 
A 

 A                                                 B                                                  C 
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se une al vWF,  sintetizado por el propio endotelio o circulante en el plasma, que a su vez 

tiene la capacidad de unirse al sub-endotelio (Sharathkumar y cols., 2008).  

     También la GP IV y el complejo GP Ia/IIa, de la membrana plaquetaria, 

participan en el proceso adhesivo, vía unión al colágeno. Otro complejo glicoproteico, el 

IIb/IIIa, que se expone en la superficie de las plaquetas activadas podría participar en el 

proceso adhesivo, por su capacidad para interaccionar con varias proteínas adhesivas y con 

el colágeno (Fig. 5) (Nieswardt y cols., 2001; Pereira, 2006).  

    Una etapa subsiguiente a la adhesión plaqueta-vaso, es la adhesión plaqueta-

plaqueta (cohesión). En este proceso, que tiene lugar cuando el vaso se ha recubierto de 

una monocapa de plaquetas, participan otras glicoproteínas de la membrana plaquetaria. 

Estas incluyen la GP Ib, que interacciona con el vWF, la GP Ic que interacciona con la 

fibronectina, y la GP IV que interacciona con la trombospondina (Fig. 5) (Marcus y cols., 

1993). 

 

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1.3.1.3  Agregación plaquetaria 
 
a.          Mecanismo de activación 

 

      En la sangre o plasma, las plaquetas sin estimular, no interaccionan entre ellas y 

permanecen como células aisladas. La agregación plaquetaria es el resultado de una unión 

entre plaquetas activadas (Pereira, 2006), y para que tenga lugar es necesario que el inductor 

 

    Figura 5: Adhesión y Cohesión Plaquetaria (Adaptado de García Allut, 2000). 
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exponga el receptor del fibrinógeno en la plaqueta, y que esta proteína se una al mismo, 

formando puentes de unión plaqueta-plaqueta.  

    Un evento que sigue a la activación plaquetaria es el incremento de la 

concentración de Ca2+ citoplasmático, cuyo mecanismo bioquímico no ha sido determinado 

totalmente en la mayoría de los casos. Con respecto a la ADP, Epinefrina, Trombina, 

Colágeno y tromboxano A2 (TXA2), se ha demostrado que se produce la activación de la 

fosfolipasa C (PLC), que da lugar a la formación de 1,4,5 trifosfato de inositol (IP3) (que 

libera Ca2+ del sistema tubular denso y activa una miosina kinasa) y 1,2-diacilglicerol 

(DAG). Este último activa la proteína kinasa C (PKC) que desencadena una serie de 

fosforilaciones de proteínas, la pleckstrina, que actúa sobre los gránulos α y densos, 

produciendo la liberación de su contenido, y expresión del receptor (Complejo GP 

IIb/IIIa) para el fibrinógeno (Shapiro, 1999; White, 1998). El IP3 activa la salida de Ca2+ de los 

depósitos intracelulares al citoplasma, lo que activa la fosfolipasa A2 citoplasmática 

(PLA2), que  cataliza la hidrólisis de los fosfolípidos de membrana y da lugar al ácido 

araquidónico (AA). Éste se metaboliza preferencialmente con la enzima ciclooxigenasa 

(CO ó COX) y tromboxano sintasa (TS) para dar lugar al TXA2, que promueve la 

movilización de Ca2+ del sistema tubular denso y también a cambios en la estructura de la 

glicoproteina IIb/IIIa (Coller, 1986). El TXA2 no solo es un potente agregante plaquetario, 

sino también induce vasoconstricción. Otra consecuencia, es inducir la secreción de los 

gránulos α y densos (TXA2, serotonina, ADP), cuyo objetivo es activar nuevas plaquetas 

(Fig. 6) (White, 1998; Redondo, 2004; García Mesa y cols., 2000; Pereira, 2006). En el caso del TXA2 se 

cree que también hay entrada a la célula del Ca2+ extracelular a través de una intensificación 

del intercambio Na+/H+ de lo cual depende más de la mitad del incremento del Ca2+ 

citoplasmático (Shapiro, 1999).  

Una consecuencia importante de la salida de Ca2+ de los depósitos es la 

facilitación de los mecanismos de externalización del complejo glicoproteico IIb/IIIa 

(GP IIb/IIIa), que sirve de receptor para el fibrinógeno, lo cual permite la agregación 

entre plaquetas a través de puentes compuestos por triadas: GP IIb/IIIa (plaqueta A)-

fibrinógeno-GP IIb/IIIa (plaqueta B) (Fig. 6) (Leung y cols., 1986). Ya que los agregados 

plaquetarios forman un trombo o tapón inestable. Sin embargo a medida que la activación 

plaquetaria avanza, se produce una mayor contracción del citoesqueleto de las plaquetas 

que las apiña y hace que tengan una apariencia de fusionadas. Además la trombina, 

generada localmente, da lugar a la formación de hebras de fibrina que se unen a las 

plaquetas agregadas, dando lugar a un armazón de fibrina al que se adhieren las masas 

fusionadas de plaquetas (Guyton y Hall, 2006). 
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b.          Mecanismo de inhibición  

 

              Entre los mediadores que evitan que ocurra la adhesión plaquetaria al endotelio 

está la heparina, que previene la estimulación de los receptores de trombina y las 

prostaglandinas, que regulan de forma negativa la función de muchas vías de señalización 

en la plaqueta. La PGE2 estimula la síntesis de AMPc que activa la proteína quinasa A 

(PKA), que a su vez fosforila diversas proteínas que conlleva a la reducción de la 

liberación de Ca2+. La activación de la PKA también inhibe la PLC y PLA2 y la 

polimerización de actina. Además, debemos destacar el óxido nítrico (NO), producto del 

metabolismo de los aminoácidos, que estimula la síntesis de guanosina monofosfato 

cíclica (GMPc), actuando de manera similar al AMPc. De hecho ambos, GMPc y AMPc, 

trabajan de forma sinérgica regulando la función de las plaquetas (Moore y cols., 2010; Jardin, 

2011). También la cicloxogenasa (CO), actúa a nivel del AA- endotelial y en la PGG2 

derivada del AA-plaquetario formando prostaciclina al elevar los niveles de AMPc. Por 

último, las células del endotelio vascular expresan en sus membranas CD39, una enzima 

con actividad ATP difosfohidrolasa que degrada ATP y ADP, reduciendo la capacidad de 

ambos para estimular las plaquetas (Redondo; 2009; Jardin, 2011). 

 

 

Figura 6: Representación esquemática de 
la hemostasia primaria. Contacto del 
colágeno subendotelial por el factor von 
Willebrand (vWF) con la plaqueta o activación 
por agonistas (ADP, trombina y otros), 
favorece la activación de la fosfolipasa C 
(PLC) y pone en marcha el ciclo del 
fosfoinositol (vía fosfatidilinositol bisfosfato 
(PIP2)), formando al diacilglicerol (DAG) e  
inositoltrifosfato (IP3). Éste activa la salida de 
Ca2+ de los depósitos intracelulares, entonces 
el Ca2+ estimula a la fosfolipasa A2 (PLA2) la 
cual libera acido araquidónico (AA) que a 
través de la ciclo oxigenasa (CO) y 
tromboxano sintasa (TS) produce tromboxano 
A2 (TXA2). Esto determina un aumento de 
Ca2+, aumentando la contracción plaquetaria y 
produciendo la secreción de gránulos  α y 
densos (TXA2, ADP, Trombina) y la 
externalización del complejo GP IIb/IIIa que 
sirve de receptor del  fibrinógeno y asi formar 
agregados plaquetarios. Por otra parte el 
DAG activa a la proteína kinasa C (PKC) que 
también es capaz de regular la secreción de 
gránulos plaquetarios (White, 1998). 
 



 
 
                                                                                                                        

                                                                           

                                                                                                              

                                                                                  16 
 

1.3.1.4 Secreción plaquetaria 
 
              Después de un estímulo fuerte, los gránulos , densos y lisosomiales se alargan y 

emiten pseudópodos, se aproximan a la membrana plasmática  y se funden en ella. Debido 

a la entrada de agua, aumentan de volumen y esto propicia la liberación de su contenido al 

medio exterior (ADP, serotonina, fibrinógeno, Ca2+ y otros) lo que se denomina secreción. 

Las sustancias liberada mantienen la activación, atraen y activan otras plaquetas y además 

intervienen en la coagulación de la sangre (Richardson y cols., 2005).  

  La secreción se produce ante agonistas fuertes en ausencia de agregación, pero 

necesita de ésta cuando las plaquetas son activadas con agonistas débiles. La secreción de 

los gránulos  ocurre con mayor facilidad que los densos y parece contribuir a las 

interacciones de las plaquetas con otras células como linfocitos y monocitos. Así, el 

contenido y secreción de los gránulos densos  parece dependiente de dos vías: una es la 

medida por la elevación de los niveles de Ca2+ citosólico, la otra por la activación de la PKC 

que participara fundamentalmente en los procesos de fusión (Zucker, 1999; Díaz-Ricardo, 2000; 

García Mesa y cols., 2000).  

 

1.3.2  HEMOSTASIA SECUNDARIA 

  Casi simultáneamente a la formación del tapón plaquetario, se pone en marcha el 

proceso enzimático que tiene lugar sobre la pared vascular o superficies celulares para dar 

lugar a la formación del coágulo sanguíneo o trombo rojo, ya que la agregación 

plaquetaria en sí misma es temporal (Juan Marco y cols., 2000; Pereira, 2006; Murillo, 2006).  

1.3.2.1 Coagulación de la sangre 

     Este proceso finaliza con la formación de fibrina, que es la transformación de una 

proteína soluble como el fibrinógeno en una insoluble o fibrina, cuyas redes constituyen la 

trama del coágulo. En la composición del coágulo participan otros elementos sanguíneos, 

como plaquetas, hematíes y leucocitos. En la coagulación intervienen una serie de factores, 

que se llaman Factores de la Coagulación, la tabla 2 recoge los factores más importantes 

(Guyton y Hall, 2010). Estos factores son proteínas, excepto el Ca2+ (Factor IV) y el Factor III 

(fosfolípidos de la membrana plaquetaria). Los factores proteicos de la coagulación pueden 

estar en dos formas: inactiva y activa. La forma activa se suele nombrar con el número 

romano al que se le añade la letra “a”, por ejemplo: IX (forma inactiva), IXa (forma activa).  
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     Los factores proteicos en su forma activa pueden funcionar como proteasas 

(enzimas proteolíticas) y como cofactores de las proteasas (aumenta la velocidad de las 

reacciones). Los factores al ser activados, actúan sobre otros activándolos a su vez, dando 

lugar al modelo de “la cascada de la coagulación”, estableciéndose dos vías: la extrínseca 

y la intrínseca.  

     En la vía intrínseca, el mecanismo que inicia la coagulación es el contacto de la 

sangre con las plaquetas activadas o con las fibras de colágeno del sub-endotelio. En esta 

vía todos los factores requeridos para la coagulación están presentes en la circulación.  En 

la vía extrínseca se requiere un factor extrínseco a la sangre, el factor tisular (FT), también 

llamado Tromboplastina tisular o Factor III. Este factor es liberado cuando la lesión es 

grande y afecta a los tejidos que rodean al vaso. Se libera desde las células dañadas de los 

tejidos que rodean al vaso. La vía extrínseca es más rápida que la vía intrínseca, se produce 

segundos después de la lesión (Guyton y Hall, 2010). En la figura 7 están representadas ambas 

vías con las reacciones enzimáticas proteolíticas en cascada. 

Nombre 
Científico 

Nombre Común Otros  Nombres 

Factor I Fibrinógeno  

Factor II Protrombina  

Factor III Tromboplastina Tisular  Factor Tisular (TF) 

Factor IV Ca2+  

Factor V Proacelerina Factor Labil 

Factor VII Proconvertina 
Acelerador de la Conversión 
de Protrombina Sérica 
(SPCA) 

Factor VIII:C Factor Antihemolítico Cofactor plaquetario I 

Factor VIII:R Factor vonWillebrand (vWF)  

Factor IX Factor de Christmas 
Componentes de 
Tromboplastina Plaquetario 

Factor X Factor Stuart-Power  

Factor XI Antecedente de Tromboplastina (PTA)  

Factor XII Factor de Hageman  

Factor XIII Factor estabilizante de fibrina  

Precalicreína 
(PK) 

Factor Fletcher  

Kimógeno de 
alto peso 
molecular 
(HMWK)  

Factor Fitzgerald-Flaujeac-Williams  

 Proteína C  y Proteína S  

Tabla 2: Factores de Coagulación y sus sinónimos. 
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     Sin embargo este modelo en cascada, presenta inconsistencias al trasladarlo a la 

clínica, lo que llevó a nuevas investigaciones. Actualmente la coagulación se describe a 

través del modelo celular de Hoffman y cols., que consideran que el proceso de la 

coagulación no ocurre en cascada, sino que son las superficies celulares, según las 

propiedades que presenten, las que controlan este proceso. Estos autores han desarrollado 

un modelo celular que se diferencia en tres fases: la de iniciación que ocurre en las células 

que tienen FT como los fibroblastos y se forma el complejo FT/VIIa, la de amplificación 

donde se activan las plaquetas y los co-factores preparándose para la generación de 

trombina y por último la de propagación en la que se generan grandes cantidades de 

trombina en las plaquetas activadas. El proceso clave en este modelo es la formación del 

complejo FT/VIIa (Hoffman y cols., 2001).  

 

Figura 7: Modelo de la cascada de la coagulación. La vía intrínseca, es iniciada cuando se realiza 
el contacto entre la sangre y superficies expuestas. La vía extrínseca es iniciada cuando ocurre la 
lesión vascular lo cual resulta en una exposición del factor tisular (FT). Las flechas verdes representan 
el punto de cruce entre  ambas vías. Las dos vías convergen en la activación del factor X a Xa. El 
factor Xa que a su vez activa al VII a VIIa como indica la flecha verde. El factor Xa hidroliza y activa la 
protrombina (II) a trombina (Tr). La trombina puede por ende activar los factores XI, VIII y V lo que 
ayuda a que proceda la cascada. Básicamente el papel de la trombina es convertir el fibrinógeno a 
fibrina y activar el factor XIII a XIIIa. El factor XIIIa se une a polímeros de fibrina y así solidifica el 
coágulo. Precalicreina (PK), Kininógeno de alto peso molecular (HMWK), Complejo del Factor tisular 
(CFT), Fosfolípido (PL). Las líneas rosas representan las vías anticoagulantes: inhibidor del FT (inh 
FT), proteína C y S (PC/PS) y  antitrombina (AT) (Obtenido de www.quimbiotec.com).  

 

http://www.quimbiotec.com/
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     El proceso de la coagulación se activa al producirse un daño en un vaso 

sanguíneo. Los monocitos, neutrófilos y macrófagos son atraídos por el endotelio del vaso 

dañado al activarse el receptor P-selectina de las células endoteliales y de las plaquetas (Del 

Conde y cols., 2005).  

        Los leucocitos desprenden micropartículas que se unen a la membrana de las 

plaquetas y proporcionan FT que iniciará el proceso de la coagulación (Hoffman  y cols., 2001; 

Del Conde y cols., 2005). 

 

 Fase de iniciación: La coagulación tanto en venas como en arterias es 

desencadenada por el FT que se encuentra en fibroblastos o monocitos. Éste se 

une al factor VII produciendo factor VIIa. El factor VIIa apenas tiene actividad 

enzimática por sí solo, es necesario que se una al FT para que la tenga, formando 

el complejo FT/VIIa. La formación de este complejo es el proceso clave de este 

modelo. El complejo FT/VIIa activa el factor IX y al X produciendo el factor IXa 

y el Xa. El factor Xa convierte pequeñas cantidades de protrombina en trombina, 

que aunque son insuficientes para completar el proceso de formación de la 

fibrina, tiene un papel fundamental en la activación de las plaquetas en la fase de 

amplificación (Fig. 8) (Mann y cols., 2005). 

 Fase de amplificación: Al dañarse el vaso sanguíneo las plaquetas al igual  que el 

plasma entran en contacto con el tejido extravascular. Las pequeñas cantidades de 

trombina generadas en la fase de iniciación son suficientes para aumentar la 

adhesión de las plaquetas al tejido celular así como para activarlas. La activación de 

la plaqueta altera la permeabilidad de la membrana, lo que permite la entrada del 

Ca2+ y la salida de sustancias quimiotácticas que atraen a los factores de la 

coagulación a su superficie y, simultáneamente, se liberan el factor V y los 

fosfolípidos necesarios para la coagulación. Los factores activados en esta fase son 

el factor V, el VIII y el XI. Por tanto, en esta fase se producen plaquetas activadas, 

factor Va, VIIIa, XIa. Este paso es muy importante para que continúe la 

propagación de la coagulación ya estos componentes activados son fundamentales 

(Fig. 8) (Pérez-Gómez y cols., 2007).  

 Fase de propagación: Para la coagulación son necesarios los factores IXa y Xa. 

El factor IXa, en presencia de Ca2+, se une al factor VIIIa en la superficie de las 

plaquetas activadas, formando un complejo que también cataliza la formación del 

factor Xa en grandes cantidades. Este factor Xa, en presencia de Ca2+, se une al 

factor Va en la superficie activada de la plaqueta para formar el complejo 

protrombínico. Este complejo protrombínico activa la protrombina formando 

gran cantidad de trombina al separarse de la superficie de la plaqueta y será 

suficiente para la formación del coágulo. Esta trombina hace que el fibrinógeno se 

convierta en monómeros de fibrina y se active el factor XIII (Furie y cols., 1992). El 

fibrinógeno es una glicoproteína formada por un dímero de tres cadenas 

polipeptídicas. La trombina arranca el radical amino de las cadenas α y β liberando  
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los fibrinopéptidos A y B, convirtiendo de este modo el fibrinógeno en 

monómero de fibrina. Los monómeros de fibrina se polimerizan formando 

protofibrillas. El factor XIIIa se entrecruza con las fibrillas haciendo que se 

solidifique el coágulo (Fig. 8) (Becker y cols., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

     Existen diferentes mecanismos que limitan la cascada de la coagulación al sitio de 

la lesión: 1) el flujo sanguíneo normal, que arrastra factores activados; 2) el hígado actúa 

como filtro quitando de la sangre dichos factores activados; 3) proteasas que degradan 

ciertos factores activados y otras que inhiben. La proteína C, cuya síntesis se da en el 

hígado y es dependiente de la vitamina K, se activa al unirse con la trombomodulina, 

actuando específicamente en la degradación de los factores Va y VIIIa, con lo que limita la 

proyección de la cascada. La antitrombina III, también sintetizada en el hígado, pero que 

no es dependiente de la vitamina K, es la principal inhibidora. Es una proteína que actúa 

inhibiendo irreversiblemente a varios factores pro-coagulantes activos, sobre todo la 

trombina, pero también la kalicreína y los factores IXa, Xa, XIa, y XIIa. La acción de la 

antitrombina es aumentada por el heteropolisacárido heparina, que se encuentra en el 

endotelio de los vasos sanguíneos y en los gránulos de las células cebadas (Fig. 8) (Robbins y 

cols., 2009). 

 

Figura 8: Modelo celular de la coagulación. Las tres fases de la coagulación ocurren en superficies 
celulares: la iniciación se produce en células que contienen factor tisular (FT) como fibroblastos o 
monocitos; la amplificación, fase en la que se activan los cofactores y las plaquetas y la propagación 
ocurre en la superficie de las plaquetas activadas. (vWF). Las líneas rosas representan las vías 
anticoagulantes: inhibidor del FT (inh FT), proteína C y S (PC/PS) y  antitrombina (AT) (Adaptación de 
Hoffman y cols., 2001).  
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1.3.3  RETRACCIÓN DEL COÁGULO y FIBRINÓLISIS 

 
  La lisis del coágulo comienza inmediatamente después de la formación del coágulo 

de fibrina. Cuando se forma el coágulo, se atrapa una gran cantidad de plasminógeno en 

todo el coágulo junto a otras proteínas del plasma. Los tejidos dañados y el endotelio 

vascular liberan muy lentamente un activador poderoso llamado activador del 

plasminógeno tisular (t-PA) que unos pocos días más tarde, después de que el coágulo 

haya detenido la hemorragia, convierte finalmente el plasminógeno en plasmina, de intensa 

actividad proteolítica y capacitada para digerir los anillos de fibrina, digerir el fibrinógeno y 

desactivar otros factores de la coagulación (V, VIII). Al romper la fibrina se forman 

fragmentos solubles de tamaño pequeño, son los productos de degradación de la fibrina 

(PDF) (Guyton & Hall, 2010). 
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2.   EL IÓN Ca2+
 

2.1   MOVILIZACIÓN DEL  Ca2+ 

 

El ión Ca2+ es uno de los mensajeros intracelulares más importantes de los descritos 

hasta ahora, porque está implicado en una larga lista de procesos celulares y fisiológicos 

(Redondo, 2004).  Al contrario que otros segundos mensajeros, el Ca2+, como la energía, no se 

crea ni se destruye en la célula sino que simplemente se transporta desde el exterior 

extracelular o depósitos intracelulares hasta aquellos lugares donde se localizan los 

múltiples efectores del Ca2+, es decir la señal de Ca2+ es, en primer  lugar, una cuestión de 

transporte.  

Cuando las plaquetas están en reposo, la membrana citoplasmática es relativamente 

impermeable al Ca2+, encontrándose éste en una concentración extracelular 10.000 veces 

superior a la intracelular. La concentración de Ca2+ del retículo endoplasmático (RE) es del 

orden de los milimolares, aunque en el citosol sea apenas de 100 nM, lo que se traduce en 

una distribución intracelular no homogénea. Este gran gradiente químico, junto al potencial 

negativo del interior celular, hace que exista un enorme gradiente electroquímico que 

favorece la entrada de Ca2+ a través de canales específicos (Fox y cols., 1987; Salzman y cols., 

1989).
 

Existen múltiples tipos de canales de Ca2+ caracterizados por su mecanismo de 

activación (“gating”) bien por voltaje, unión de ligandos extracelulares o intracelulares. La 

activación celular por hormonas u otros ligandos, induce generalmente un cambio bifásico 

en la concentración de Ca2+ libre citosólico ([Ca2+]c). A una primera fase transitoria debida a 

liberación intracelular de Ca2+ inducida por IP3 le sigue otra fase mantenida, frecuentemente 

asociada a oscilaciones de [Ca2+]c, debida a la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular 

(Villalobos, 2005 ). Putney en 1986, propuso que la entrada de Ca2+ extracelular estaba activada 

precisamente por el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+. Hoy día, este 

mecanismo de acción, al que se denominó entrada capacitativa de Ca2+ (ECC), es 

considerada la vía más importante de entrada de Ca2+ en las células no excitables (como las 

plaquetas), aunque también participa en las células excitables (neuronas, miocitos y células 

endocrinas), donde regula numerosas funciones celulares (Putney, 1986; Villalobos, 2005). 

 

2.     EL IÓN Ca2+ 

 

2.1    MOVILIZACIÓN DEL  Ca2+ 

2.1.1   ALMACENES DE Ca2+ PLAQUETARIO 

2.1.2   MECANISMOS QUE PRODUCEN UN AUMENTO EN LA CONCENTRACIÓN CITOPLASMÁTICA DE Ca2+ 

2.1.3   MECANISMOS DE ELIMINACIÓN  DE Ca2+ DEL CITOPLASMA CELULAR 

2.2    HOMEOSTASIS DEL Ca2+ EN LAS PLAQUETAS  
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A continuación, se exponen los principales mecanismos y vías conocidas de la 

movilización del Ca2+.  

 
2.1.1  ALMACENES DE Ca2+ PLAQUETARIO 

  El mayor almacén de Ca2+ en la mayoría de los tipos celulares es el STD ó RE. Pero 

otros orgánulos, también contienen altas concentraciones de Ca2+ y actúan como 

compartimentos liberadores de Ca2+ frente a un agonista; éstos incluyen a la mitocondria y 

a las organelas ácidas (Juska y cols., 2008). Así, en las plaquetas hay dos tipos de almacenes de 

Ca2+: el STD, que es análogo al RE y los almacenes acídicos (López y cols., 2005; López  y 

cols., 2006). El STD expresa una bomba transportadora de Ca2+, denominada ATPasa-

transportadora de Ca2+ (ATPasa-Ca2+) del retículo sarco(endo)plasmático o SERCA. En las 

plaquetas se expresa la isoforma SERCA2b, que tiene alta sensibilidad a la tapsigargina 

(TG). Los almacenes acídicos (lisosomas y gránulos de secreción), contienen la 

isoforma SERCA3 (Fig. 9), con una baja afinidad a la TG y sensible a la 2,5-di-

terbutilhidroquinona (TBHQ). La TG y la TBHQ, son los inhibidores más específicos de la 

SERCA y son usados para investigar su papel en la regulación del Ca2+ citoplasmático, 

impidiendo que se bombee Ca2+ al interior de estos almacenes (Jardin y cols., 2008).  

 

              
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9: Representación esquemática  de los dos tipos de almacenes de Ca2+  y las vías 
de flujo de Ca2+. El sistema tubular denso (STD) expresa la isoforma SERCA2b con alta 
sensibilidad a la tapsigargina (TG) y los depósitos acídicos, contienen al SERCA3, una isoforma 
con baja afinidad a la TG y sensible al ácido ciclopiazónico y la 2,5-di(ter-butil)-1,4,-
hidroquinona (TBHQ). Los agonistas liberan Ca2+ de los almacenes y la H+-ATPasa genera un 
gradiente de protones a través de la membrana organelar de los depósitos acídicos. La 
liberación del Ca2+ del STD se da a través de la producción de IP3

 -IP3 receptor (IP3R), receptor 
NAADP (NAADPR)  (adaptado de Jusca y cols., 2008; Jardin y cols., 2008). 
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2.1.2 MECANISMOS  QUE  PRODUCEN  UN  AUMENTO  EN  LA       
CONCENTRACIÓN  CITOPLASMÁTICA  DE  Ca2+ 

 

2.1.2.1 Liberación de Ca2+ desde los depósitos intracelulares    

     Se produce por la apertura de canales situados en sus membranas y son de 

diferentes tipos: 

 

 Receptor inositol trifosfato (IP3-R): El IP3 promueve la liberación del Ca2+ 

secuestrado en el STD, llevando al aumento de la concentración citosólica de este 

catión. El mecanismo de movilización del Ca2+ implica la unión del IP3 a un 

receptor específico (IP3-R) en la membrana del STD. El IP3 es generado cuando se 

activa la fosfolipasa C por medio de la subunidad  de la proteína G acoplada a 

un receptor (Fig. 9-10) (Quiton & Dean, 1996; Redondo, 2004). Se han descrito  

diferentes tipos de IP3R, las isoformas 1, 2 y 3, que tienen diferente ubicación 

dentro de las plaquetas. La isoforma 1 y 2 son las más abundantes en él y la 

isoforma 3 se encuentra en forma exclusiva  en la membrana plasmática, de 

manera que cuando el canal se abre, deja entrar Ca2+ desde el exterior. La acción 

de IP3 es modulada por el pH, cationes monovalentes, otros cationes divalentes y 

el trifosfato de guanidina (GTP). El aumento del pH que acompaña la activación 

de las plaquetas, incrementa drásticamente la unión del IP3 a su receptor. El papel 

del Ca2+ en la regulación de la actividad del canal es doble, ya que a bajas 

concentraciones (100-300 nM) estimula su apertura, mientras que tras el estímulo 

del mismo con el IP3, a altas concentraciones de Ca2+ citosólico reducen su 

actividad hasta llegar a inhibirla por completo. Estos canales también pueden estar 

regulados por la acción de proteínas, como las tirosinas kinasas dependientes de 

AMPc y GMPc (El-Daher y cols., 1996; Redondo, 2004). 

 Receptor de la rianodina (RyR): Se sitúa en la membrana nuclear interna  y en 

el STD, existen tres isoformas para este canal y juega un rol similar al IP3 en la 

liberación del Ca2+
.  Estos canales están regulados por varias señales químicas, es 

decir modulados por diferentes sustancias como la rianodina, Ca2+, ATP, cafeína y 

ADPribosa (McPherson y Campbell, 1993; Ozawea, 1999; Rosado y cols, 2004). 

 Receptor del ácido nicotínico-adenin dinucleótido fosfato (NAADP-R): El 

NAADP, es sintetizado por la propia célula en el interior de la mitocondria, es un 

potente regulador de los niveles de Ca2+ citosólico, provocando la liberación desde 

los depósitos intracelulares a través de un canal que es distinto de los que son 

sensibles a rianodina e IP3. A pesar de esta clara distinción, el uso de tres 

mensajeros intracelulares distintos, permite a las células aumentar su repertorio 

de disposición Ca2+ para codificar los mensajes intracelulares.  Una característica 

de los canales de Ca2+ sensibles a NAADP es su localización funcional en 
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organelas de reservas (depósitos acídicos, como lisosomas), por lo tanto el 

NAADP también movilizaría el Ca2+ a partir de estos depósitos (Fig. 9) (Lee y cols., 

1995; Ganazzani y cols., 1996; Churchil y cols., 2002; Patel y cols., 2010), y desde el interior del 

núcleo a través de la envoltura nuclear al STD (Gerasimenko, 2004). Los últimos 

estudios mantienen la hipótesis de que el NAADP podría estar unido a proteínas, 

posiblemente a proteínas de membrana, ya que esto explicaría la aparente 

heterogeneidad de los almacenes de Ca2+ que el NAADP aparentemente descarga 

(Galioni y cols., 2005). 

 Receptor de esfingosina 1-fosfato (S1P-R): Esta molécula es un segundo 

mensajero que libera Ca2+ del RE, a través de un canal permeable al Ca2+, 

posiblemente por la unión a un esfingolípido liberador de Ca2+ presente en la 

membrana del RE (Mao y cols., 1996; Yatomi y cols., 1997). Por otra parte este lípido 

puede activar los receptores de rianodina, ya que la esfingosina 1-fosfato aumenta 

la unión de la rianodina a su receptor y la liberación de Ca2+ es impedida por los 

bloqueadores del receptor de rianodina (Rosado, 2004). 

 Proteínas secuestradoras de Ca2+ en el interior de los almacenes: Permiten 

que existan diferencia de concentraciones entre ambas partes de la célula sin que 

afecte a la integridad celular, ya sea secuestrando o liberando Ca2+. Entre las 

proteínas que liberan Ca2+ están la calreticulina y calsecuestrina (Camacho y cols., 

1995). Otras como la calnexina y la familia de las proteínas sensibles a shock 

térmico (HSP) son capaces de retener Ca2+ en el interior del citoplasma (Redondo, 

2004). 

 

2.1.2.2 Entrada de Ca2+ desde el exterior 

    El Ca2+ liberado de los depósitos intracelulares a veces resulta insuficiente para 

llevar a cabo una activación completa de los mecanismos celulares, o para que una vez 

finalizados los estímulos, las células puedan rellenar sus depósitos. La entrada de Ca2+ desde 

el exterior puede ocurrir gracias a la apertura de los siguientes canales: 

 Canales operados por voltaje (VOC): En células excitables, la entrada de Ca2+ 

se da por la apertura de canales que son activados por voltaje, por lo tanto, sucede 

muy brevemente, ya que durante la transmisión del potencial de acción, el 

movimiento de cargas de un lado y otro de la membrana, induce el cambio 

conformacional del canal, adoptando un estado abierto transitorio, de modo que 

el Ca2+ puede entrar a favor de gradiente (Fig. 10) (McCleskey, 1994; Redondo, 2004; 

Parekh & Putney, 2005).  

 Canales operados por receptores (ROC): Pueden ser activados por diferentes 

tipos de moléculas (acetilcolina, glutamato, ATP y ADP) y algunos agonistas 

celulares. La apertura de este tipo es muy rápida, se produce cuando hay una 

unión entre el receptor y el canal, o mediante unos sistemas de proteínas 
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acopladas a los receptores. En plaquetas se ha visto que este canal se activa 

cuando es estimulado por ADP (Fig. 10) (Sage, 1992; Rosado y cols., 2004). 

 Canales  operados  por segundos mensajeros (SMOC): La entrada de Ca2+ se 

debe  a la unión de segundos mensajeros al canal, tales como el IP3, el Ca2+ o 

DAG, que producirán su apertura. Además de haber sido descrito principalmente 

en plaquetas, también las células endoteliales y algunos modelos de células 

excitables presentan este tipo de activación (Fig. 10) (Ma y cols., 2001; Parekh & Putney, 

2005). 

 Canales operados por almacenes (SOC): Son activados por el vaciamiento de 

los depósitos intracelulares del retículo endoplasmático y mitocondrias (Fig. 10 A 

y B). Se ha propuesto como el principal canal en células no excitables, como las 

plaquetas, para la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular (Varga-Szabo y cols., 

2008).   

 

 
 

         

 

 

 
 
 

2.1.2.3 Entrada capacitativa del Ca2+ (ECC) 
 

    Es el mayor mecanismo de flujo de Ca2+ en células no excitables y es el mecanismo 

que comunica los almacenes de Ca2+ con los canales de la membrana plasmática (MP) (Jardin 

y cols., 2008). Este modelo se basa en el vaciamiento de los depósitos intracelulares, 

produciendo una señal que abre canales en la membrana plasmática, lo que induce el 

aumento de Ca2+ citosólico y el rellenado de los depósitos que a su vez cierra los canales de 

Ca2+. Es decir la estimulación celular induce la entrada de Ca2+ de un modo indirecto. De 

este modo, la señal que abre los canales de Ca2+ no es la activación del receptor ni la 

Figura 10: Modelos que regulan la entrada de Ca2+ a través de la Membrana Plasmática. (A) El Ca2+ puede 
entrar en la célula por varias clases de canales: Canales operados por voltaje (VOC): se abren por la 
despolarización de la membrana; Canales operados por segundos mensajeros (SMOC): activados por mensajeros 
moleculares, el más común el IP3, nucleótido cíclicos y mensajeros de derivados lipídicos (como el DAG, Acido 
Araquidónico); Canales operados por receptor (ROC): activados por unión directa de un agonista. En adición y 
bajo algunas condiciones el Ca2+ puede entrar por el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) operado en modo reverso y, 
(B) Canales operados por almacenes, (SOC: del inglés store-opered channels): activados por una señal (como el 
IP3) de un compartimento especializado del RE y mitocondria, la depleción de estos almacenes intracelulares de 
Ca2+ produce su apertura (Parekh y Putney, 2005).  
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generación de IP3, per se, sino el propio vaciamiento de los depósitos de Ca2+ (Villalobos, 

2006). Este modelo se denominó posteriormente entrada de Ca2+ regulada o mediada 

por los almacenes (del inglés: store operated calcium entry, SOCE o SMCE o ECC) (Redondo, 

2004). 

     Numerosas estrategias permiten llenar los depósitos de Ca2+ de un modo 

independiente de receptor IP3, activando la ECC. Por ejemplo, los bloqueantes de la bomba 

de Ca2+ específica del retículo (Tapsigargina, Ácido ciclopiazónico), ionóforos (Ionomicina) 

o la simple incubación en medio libre de Ca2+ y diálisis con tampones de Ca2+. 

Posteriormente, se descubrió en mastocitos y otros tipos celulares, que el vaciamiento de 

los depósitos intracelulares de Ca2+ inducía la aparición de una corriente de Ca2+ 

completamente nueva que se denominó Icrac (de Ca2+-release activated current) (Hoth y cols., 

1992). Según este modelo la activación de los canales del IP3 produce la liberación masiva de 

Ca2+ provocando una corriente de despolarización que solo finalizaba cuando se abrían los 

canales (Icrac) de la membrana que presentaban una gran selectividad por el Ca2+. Se estima 

que la selectividad de este canal por el Ca2+ respecto a Na+ es 1000:1, similar a la de los 

VOCCs y que podría haber al menos 5.000 canales funcionales por célula. Icrac no es la 

única corriente descrita que se activa por el vaciamiento de los depósitos intracelulares, 

como ya habíamos mencionado, los canales operados por almacenes (SOC) también juegan 

un papel importante, pero presentan propiedades electrofisiológicas diferentes, lo que 

sugiere que la ECC está mediada por una familia de canales más que por un único canal.  

    Redondo y cols., en el 2004 observaron que la proteína de la familia SNAP-25 (del 

inglés: Synaptosomal-Associated-Protein) y SNARE (receptor del SNAP), participa en la 

activación y mantenimiento de la ECC en plaquetas humanas. Y que las especies reactivas 

de oxígeno, como el H2O2, poseen un papel dual sobre la activación y mantenimiento de la 

ECC dependiendo de la dosis (a dosis altas produce una fuerte inhibición y a dosis bajas un 

incremento en dicho mecanismo). Esto se debe a que el H2O2 induce la polimerización del 

citoesqueleto de actina por  activación de la proteína tirosina-quinasa (p60src), activando la 

ECC. La remodelación de estos filamentos de actina podría proporcionar un soporte para 

el transporte de Ca2+ a los almacenes, al permitir el acoplamiento de IP3 a otro receptor 

(hTRPC1: potencial receptor canónico humano 1) (Fig. 10). (Ben-Amor y cols., 2006).   

  La molécula de interacción estromal 1 (STIM1), que es una proteína trans-

membrana principalmente localizada en la membrana de los almacenes de Ca2+ (en el RE), 

ha sido recientemente identificada como un sensor intra-luminal de Ca2+ que comunica la 

cantidad de Ca2+ almacenado a los canales de la membrana plasmática (Galán y cols., 2009). 

Además de la expresión del STIM1, diferentes moléculas, tales como el Orai1 y varias 

isoformas del TRPC (receptor canónico de potencial transitorio), han demostrado jugar un 

rol importante en la formación de canales SOC (Jardin y cols., 2011). En plaquetas humanas, el 

STIM1 interactúa con la isoforma hTRPC1 y Orai1 tras la depleción de los almacenes y 

estimulación por agonistas, formando el complejo SOC, para la entrada de Ca2+ a la célula. 

Por lo tanto, estas proteínas son importantes para la agregación plaquetaria (estimuladas 

con ADP y Trombina) (Fig. 11) y van a ser mediadores de la regulación de la entrada de 

Ca2+. Tanto es así, que Galán y colaboradores apuntan que la inhibición de la señalización 
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dependiente de STIM, Orai1 y hTRPC, puede ser una nueva estrategia para prevenir o 

tratar la hiperactividad plaquetaria y desórdenes trombóticos (Galán y cols., 2009). 

 

     

 

En contraste, cuando es bloquea experimentalmente la comunicación entre STIM y el 

complejo Orai1-hTRPC, se forman canales hTRPC. A través de estos canales se produce 

una entrada “no capacitativa”, tal vez porque se forman complejos heteroméricos con otras 

subunidades de hTRPC activadas (Jardin y cols., 2011).  

 

2.1.3 MECANISMOS DE ELIMINACIÓN DE Ca2+  

        DEL CITOPLASMA CELULAR 

 

2.1.3.1 Recaptación de la SERCA 

               El Ca2+ citosólico es nuevamente “reintroducido” al RE, mediante la actuación 

de una la bomba denominada ATPasas transportadoras de Ca2+ (Ca2+-ATPasa) del 

retículo sarco(endo)plasmático o SERCA (Fig. 9), la cual tiene una alta afinidad por el 

Ca2+; capaz de transportar 2 iones de Ca2+ desde el citoplasma al lumen de esos 

compartimentos utilizando la energía de hidrólisis del ATP en presencia de Mg 2+. 

También tiene la propiedad de actuar como una bomba electrogénica en relación 1 

Ca2+/1 H+
 (Inesi, 1972; Carafolli, 1992; Redondo, 2004; Sepúlveda Justo, 2006).  

  La SERCA se aisló por primera vez del retículo sarcoplásmico del musculo 

esquelético. Es una proteína integrada en la membrana del STD o RE. Se han 

identificado 7 isoformas de SERCA, siendo la 3 y derivados de sus genes: SERCA3 h3b, 

SERCA3 h3c, SERCA3 h3d, SERCA3 H3e, SERCA3 h3b/c; las más importantes en 

plaquetas (Maclennan, 1970). 

  Existen diferentes moduladores de SERCA, como el fosfolamban, que inhibe su 

actividad reduciendo su afinidad por el Ca2+; el fosfolamban es inhibido por PKA y la 

Figura 11: Modelo de la interacción entre 
hTRPC, Orai y STIM1 en plaquetas. En reposo 
el TRPC es estabilizado por su interacción con 
Orai. Tras un estímulo, la disociación rápida del 
Orai con TRPC, activa el TRPC y produce la 
depleción de Ca2+ de los almacenes, lo que  
disocia el Ca2+ del STIM intraluminal y se forman 
uniones STIM-Orai. El TRPC se une al complejo 
Orai-STIM y estabiliza su conformación en un 
estado en el cual opera como un canal Icrac 

(adaptado de Liao y cols., 2007).  
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calmodulina cinasa, que son proteínas de membrana del retículo endoplásmico, donde 

actúan como inhibidores reversibles (James y cols., 1989; Sepúlveda Justo, 2006). También puede 

estar inhibida por agentes farmacológicos como, la tapsigargina (TG) y el ácido 

ciclopiazónico y la 2,5-di(ter-butil)-1,4,-hidroquinona (TBHQ) (Cavallini y cols., 1995). 

 
2.1.3.2 Eliminación de Ca2+ al medio extracelular 
 
              Se produce mediante dos mecanismos diferentes: 

 Ca2+ATPasa de la membrana plasmática (PMCA): La bomba de Ca2+ de 

membrana plasmática o PMCA, ayuda a que la célula pueda recuperar la 

concentración de Ca2+ basal, mediante su expulsión desde el citoplasma al exterior 

celular. Utiliza la energía de hidrólisis del ATP en presencia de Mg2+ por un 

mecanismo de reacción similar al SERCA. Esta bomba es el único transportador 

de Ca2+ de alta afinidad de la membrana plasmática, por lo tanto no solo 

interviene en la regulación global, sino también realizando un fino ajuste de 

concentración de Ca2+ en eventos próximos a la ventana (Salvador y cols., 1998; 

Sepúlveda, 2006). 

Para este tipo de transportador se han descrito hasta 4 isoformas, siendo la 

PMCA 4, la proteína más expresada en las plaquetas (Rosado y cols., 2010). La 

actividad de la bomba se ve controlada por mensajeros secundarios como la Ca2+-

calmodulina, la tirosina kinasa, la proteína serina-treonina cinasas y por proteasas 

como la calpaina, haciendo que la PMCA aumente su afinidad por el Ca2+ (Fig. 

12). El vanadato es un inhibidor específico de la PMCA, sobre todo a 

concentraciones menores a 10 µM (James y cols., 1989; Strehler y Zacharias, 2001; 

Sepúlveda, 2006). 

 Intercambiador Na+/Ca2+(NCX): Es un transportador bidireccional situado en 

la membrana plasmática, produce la expulsión del Ca2+ por el movimiento del Na+ 

en sentido contrario, es decir que depende de los gradientes electroquímicos para 

estos dos iones y del potencial de membrana. La estequiometría usual es de 3 ó 4 

iones de Na+ por 1 de Ca2+; teniendo  una baja afinidad por el  Ca2+, pero con una 

capacidad de transporte muy alta. Se han descrito tres isoformas diferentes de esta 

bomba, diferenciadas entre sí por su regulación a través del ión potasio (Fig. 12) 

(Philipson y cols., 2002; Sánchez y cols., 2010). 

 
2.1.3.3 Recaptación de Ca2+ por la mitocondria 
 
              Cerca del 25  % del Ca2+ intracelular está almacenado en las mitocondrias. Están 

localizadas en las proximidades de los canales que liberan Ca2+, secuestrando parte del 

Ca2+ liberado desde los almacenes sensibles a los agonistas y luego liberándolo 

lentamente, una vez que la estimulación del estímulo ha terminado (Bootman y cols., 2002; 
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Villalobos, 2005). Existen numerosos estudios sobre la importancia de la mitocondria en la 

homeostasis del Ca2+ en diferentes tipos celulares, pero en las plaquetas no está 

definitivamente establecido, y parece que no tienen una función relevante en la ECC 

plaquetaria, posiblemente debido a su escasa abundancia (unas 7 mitocondrias por 

plaqueta) (Beutler y Williams, 2001; Jardin, 2011). 

 
2.1.3.4 Recaptación de Ca2+ por proteínas 
 
              La concentración de Ca2+ citoplasmático también puede ser regulada por proteínas 

que se encuentran en el citoplasma, al igual que en el retículo endoplasmático, la mayoría 

actúa como tampones de la concentración de Ca2+ intracelular, manteniendo su 

concentración muy baja en situaciones de reposo, de modo que mantienen un equilibrio 

entre el Ca2+ libre y el unido a proteínas. Entre estas proteínas encontramos la calretinina, 

calbindina, calmodulina y parvalbumina (Mogami y cols., 1999; Rosado y cols., 2004). 

Experimentos previos en nuestro laboratorio mostraron que la expresión de la 

calmodulina estaba aumentado en plaquetas de ratas con cirrosis biliar y que esto podría 

estar relacionado con la mayor producción de NO (Iyu, 2005). 

 

2.2  HOMEOSTASIS DEL Ca2+ EN LAS PLAQUETAS 

 

        Como habíamos mencionado anteriormente, las plaquetas poseen varios 

compartimentos intracelulares que almacenan Ca2+, siendo el STD y los almacenes 

acídicos los mejor estudiados. Estos reservorios presentan distinta sensibilidad al 

vaciamiento estimulado por agonistas, de tal manera que el vaciamiento del STD esta 

principalmente mediado por la activación de receptores de membrana acoplados a 

proteína G, que activan la PLC y la síntesis del IP3, mientras que en los depósitos acídicos 

el vaciamiento esta mediado por la producción de NAADP y su interacción con su 

receptor en la membrana de estos gránulos (Zhu y cols., 2010; Jardin, 2011). Por ejemplo, la 

trombina activa los receptores PAR1, PAR4 y la GP Ib/IX/V, de los cuales PAR1 y PAR4 

liberan Ca2+ del STD y tendrá alguna acción pero pequeña sobre los almacenes acídicos, y 

la GP Ib/IX/V actúa sobre los gránulos acídicos. 
 

         Pero la agregación no solo se va a producir por el vaciamiento de los almacenes, 

sino cuando se alcanza una [Ca2+]c determinada (Jardin y cols., 2007; Jardín, 2011). Para 

alcanzar la concentración necesaria de Ca2+ para la activación de la agregación, las 

plaquetas presentan distintos mecanismos, que permite la entrada de Ca2+ a la célula: son 

los canales ROC, SMOC y SOC. El canal ROC, uno de los más estudiados presenta un 

receptor P2X1 que es activado por ATP, que permite la entrada de Ca2+ y Na+. Además, 

está la activación de canales de Ca2+ por segundos mensajeros, como por ejemplo el DAG 

(un producto de la hidrólisis del PIP2,) que interactúa formando el complejo calDAG-

GEF/RasGRP. Sin embargo, el mecanismo de entrada de Ca2+ más importante es la ECC 

y sus canales SOC, requiere la participación de STIM1, los canales SOC, Orai y distintos 
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miembros de la familia TRPC, los receptores de IP3 y SERCA (Redondo y cols., 2008; Salido y 

cols., 2011; Jardin, 2011). Este mecanismo está soportado por el citoesqueleto y se realiza en 

lugares específicos de la membrana que poseen un alto contenido de colesterol, que 

favorece la interacción entre proteínas.  

 

 La maquinaria enzimática necesaria para la reducción de la [Ca2+]c consta de las 

bombas SERCA2b (del STD), SERCA3 (de los gránulos acídicos), que reintroduce Ca2+ 

dentro de los almacenes y la PMCA en la membrana plasmática, que extrae el Ca2+ hacia 

el exterior. Además, el NCX, colabora con la expulsión de Ca2+ hacia el exterior celular 

intercambiando Ca2+ por Na+. El efecto sobre la [Ca2+]c varía según el tipo de agonista 

plaquetario; por ejemplo, con trombina, la entrada de Ca2+ es de un 10-20 % del total de 

la respuesta; sin embargo, con ADP, la reducción de la entrada de Ca2+ reduce la 

agregación de forma casi completa. Así, el bloqueo de la interacción entre STIM1 y los 

canales SOC, inhibe completamente la agregación inducida por ADP y reduce la inducida 

por trombina  (Fig. 12) (Galán y cols., 2009; Jardin, 2011). 

 

  

 

 

 
 

 

 

Figura 12: Homeostasis del Ca2+ en las plaquetas. La estimulación celular por agonistas activa la formación de 
segundos mensajeros que inducen a la liberación de Ca2+ almacenado en el sistema tubular denso (STD) o 
almacenes acídicos. Abreviaturas: Adenosina 5’-trifosfato (ATP); D-1,2-diacilglicerol (DAG); entrada capacitativa 
de Ca2+ (ECC); entrada no capacitativa de Ca2+ (ENCC); intercambiador H+/Ca2+ (HCX); inositol 1,4,5-trifosfato 
IP3; receptor de IP3 (IP3R); intercambiador Na+/Ca2+ (NCX); canales de dos dominios de poro (TPC) (adaptado de 
Rosado y cols., 2004, Jardin Polo, 2011). 
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3.  ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS) 

 
Las especies reactivas de oxígeno o ROS (del inglés: reactive oxygen species), agrupa a 

una serie de radicales libres y no radicales, cuya estructura alberga un átomo de oxígeno y 

son químicamente muy reactivas, debido a su corta vida media, baja selectividad y elevada 

reactividad (Rosado y cols., 2004). En la mayor parte del siglo XX, las especies reactivas del 

oxígeno (ROS) eran consideradas como un “agente de oxidación”, que causa daños en los 

tejidos. Al entrar en el siglo XXI, estamos empezando a reconocer que las ROS se 

producen de una manera bien regulada para ayudar a mantener la homeostasis a nivel 

celular, es decir, son esenciales para las funciones biológicas, ya que regulan muchas vías de 

transducción por reacción y modificación directa con las proteínas, factores de 

transcripción y genes, para modular sus funciones en pro de la supervivencia y 

proliferación celular (Beckman y cols., 1998).  

Sin embargo, cuando el aumento de ROS alcanza un cierto nivel (umbral tóxico), 

puede desbordar la capacidad antioxidante de la célula y ser altamente reactivo con el 

DNA, proteínas y lípidos, causando la modificación oxidativa de estas biomoléculas y 

alterar sus funciones. Un leve aumento en el nivel de ROS puede dar lugar a una alteración 

celular transitoria, pero un aumento severo puede causas daño o estrés oxidativo irreversible, 

provocando la muerte celular. Ahora se reconoce que prácticamente todos los estados de la 

enfermedad implica un cierto grado de estrés oxidativo (es decir, desequilibrio en la 

producción/eliminación de radicales libres) (Hensley y cols., 2002; Dachary, 2008). 

 

3.1  TIPOS DE ROS 

La mayoría de las investigaciones sobre las especies reactivas de oxígeno, las han 

clasificado en dos tipos: los radicales libres, que contienen uno o más electrones 

desapareados en su órbita molecular externa, y los no radicales libres, que no contienen 

electrones desapareados, pero son químicamente reactivos y se pueden convertir en 

radicales (Trachootham y cols., 2009). 

Dentro de las ROS, las especies de radicales de mayor interés desde el punto de 

vista biológico son el anión superóxido (•O2¯), el radical hidroxilo (•OH¯), el óxido 

nítrico (NO•), el radical peroxilo (ROO•) y el radical alcoxilo (RO•). Y dentro de las 
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especies no radicales, los más importantes son el peróxido de hidrógeno (H2O2), el 

ácido hipocloroso (HClO), el peroxinitrito (ONOO¯) y el oxígeno singlete (1O2). En la 

tabla 3 describimos brevemente alguna de las características más importantes de aquellas 

moléculas representativas de ROS. 

 

Especies 
Reactivas 

de Oxígeno 

 
Reacción química 

 
Descripción 

 
 
 

Anión 
superóxido 

 
 

 
 

2O2¯
 + 2H+→  H2O2  + •O2¯ 

 
Es una molécula relativamente poco reactiva, pero potencialmente 
tóxica, ya que puede iniciar reacciones que den lugar a otras ROS, que 
a  su vez son muy reactivas y peligrosas. Su eliminación esta mediada 
por la enzima superóxido dismutasa (SOD). Sufre dismutación para 
formar H2O2 espontáneamente o por catálisis  enzimática y es un 
precursor para la formación de •OH catalizado por metales (Redondo, 
2004; Le Bras y cols., 2005). 

 
Radical 

hidroxilo 

 
H2O2 + Fe2+ → OH + ●OH¯+ Fe3+ 

O2¯ + H2O2  → OH + ●OH¯ + O2 

 
Es extremadamente reactivo e inestable, ataca la mayoría de los 
componentes celulares. Es el iniciador más potente  de reacciones en 
cadena de los radicales libres. Se producen a través de las reacciones 
de Fento y Haber-Weiss (Redondo, 2004; Dachary, 2008). 

 
 
 
 

Óxido 
Nítrico 

 
 
 
 
 

  
L-arginina+O2 → NO● + L-citrulina 

  
 Es un gas lipofílico e hidrosoluble, de vida relativamente larga (3-5 s). 
Se forma enzimáticamente a partir de la arginina, reacción catalizada 
por el óxido nítrico sintasa (NOS). Dicha enzima presenta tres 
isoformas: la neuronal nNOS (tipoI), la endotelial eNOS (tipoIII) ambas 
se expresan de manera constitutiva y cuya actividad está regulada por 
la concentración intracelular de Ca2+. La última es la inducible iNOS 
(tipo II) está involucrada en la respuesta inmune.  
Sus funciones  a nivel del organismo son, por ejemplo, regular el flujo 
sanguíneo local, inhibir la agregación plaquetaria, aunque también 
presenta acciones negativas, como inhibir las enzimas mitocondriales. 
que tengan grupos hemo o roturas del DNA, incluso necrosis (Bredt y 
cols., 1991; Stanarius y cols., 1997; Mungrue y cols., 2003; Redondo, 
2004). 

 
Radical 
Peroxilo 

 
 

R●  + 2O2 →  ROO● 

 
Son los más abundantes en los sistemas biológicos. No es tan reactivo. 
Se forma a partir de la adición de oxígeno a cualquier radical 
hidrocarbono. Tiene una vida media larga (Darley-Usmar y cols., 1995). 

 
 

Peróxido de 
Hidrógeno 

 
 

O2  + 2e- + 2H+  →  H2O2 

 
No es un radical libre, ya que no posee electrones desapareados, pero 
tiene gran capacidad para la formación de otros RL como el hidroxilo 
(OH¯) o anión superóxido (•O2). Tiene una larga vida biológica, con la 
capacidad de atravesar membranas biológicas (Redondo, 2004; Le 
Bras y cols., 2005). 

 
 

Peroxinitrito 

 
 

NO + O2¯  → ONOO¯ 

 
Es una especie altamente reactiva capaz de oxidar y nitrar 
componentes celulares y tisulares, como los residuos de tirosina de las 
proteínas celulares y plasmáticas, del ADN, lípidos o enzimas 
metabólicas. También es capaz de oxidar y producir depleción de 
antioxidantes endógenos como el ascorbato, glutatión y la SOD  (Bradi 
y cols., 2002).  

 
 
 

Radicales 
lipídicos 

 
 
 

1) A• + LH     → AH +  L• 
2) L• + •OO•  → LOO● 
    LOO• + LH→ LOOH + L• 
3) L• + LOO• → LOOL 

 

 
Son radicales formados por la interacción de los radicales superóxido e 
hidroxilo con los ácidos grasos polinsaturados. Se generan durante el 
proceso de peroxidación lipídica de las membranas biológicas. La 
lipoperoxidación proporciona el ejemplo clásico de la cadena de 
reacción de auto-propagación en tres fases: iniciación (1), propagación 
(2) y terminación (3). Donde L es el lípido (habitualmente un ácido 
graso insaturado), LOO● es el radical peroxilipídico y LOOH es el 
hidroxiperóxido lipídico. La modificación oxidativa de lípidos y proteínas 
puede causar un rápido deterioro y muerte celular (Usmar cols., 1995). 

Tabla 3: Tipos de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Super%C3%B3xido
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_hidroxilo&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_hidroxilo&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Per%C3%B3xido
http://es.wikipedia.org/wiki/Peroxinitrito
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3.2   GENERACIÓN in vivo  DE ROS  

A medida que se han realizado investigaciones más minuciosas sobre el papel o 

efecto de la ROS sobre la célula, se ha visto que no depende de un aspecto meramente 

cualitativo, sino que es un problema más bien cuantitativo. Los procesos fisiológicos 

normales del organismo generan per se cierta tasa de sustancias oxidantes (Thannickal y 

Fanburg, 2000; Redondo, 2004). Las principales fuentes endógenas de radicales libres en el 

organismo son: 

 Generación de ROS durante la respiración mitocondrial: En la formación de 

ATP a través del metabolismo oxidativo y transporte electrónico mitocondrial el 

O2 se reduce normalmente hasta agua. Así el O2 se reduce en 4 etapas en cada una 

de las cuales se transfiere un electrón. Sin embargo, el transporte electrónico 

mitocondrial no es perfecto y la reducción del oxígeno genera anión superóxido 

(•O2¯). La dismutación espontánea y enzimática del •O2¯
 da lugar a la formación 

de H2O2, y tanto el •O2¯
 como el H2O2, pueden generar radicales •OH¯. De este 

modo, se estima que en condiciones fisiológicas normales entre el 1 y el 3 % de 

oxígeno consumido por el organismo no llega a formar agua y acaba generando 

radicales libres (Perón y cols., 2001; Lee y cols., 2004; García Alonso, 2005). 

 Reacción en cadena de peroxidación lipídica: Los radicales libres son capaces 

de extraer un átomo de hidrógeno de un ácido graso saturado generando un 

radical lipídico (L•), cual puede reaccionar con el O2 dando lugar a un radical 

peroxilo (ROO•),  estos radicales contribuyen a la propagación de las reacciones 

en cadena de peroxidación lipídica sustrayendo átomos de H+ de otros ácidos 

grasos insaturados cercanos, generando así nuevos radicales lipídicos (L•) e 

hidroperóxidos lipídicos (LOOH•). Estos se descomponen en radicales alcoxilo 

(RO•) y peroxilo (ROO•) contribuyendo a la propagación del daño oxidativo  

(Verseci y cols., 1997; Lee y cols., 2004; García Alonso, 2005). 

 Peroxisomas: Poseen una gran variedad de enzimas que remueven electrones de 

metabolitos, los cuales son utilizados para generar H2O2 a partir de oxígeno 

molecular (O2), además poseen la enzima catalasa, la cual descompone el H2O2. La 

co-existencia de estos dos sistemas permite que exista un balance entre la 

producción y generación de ROS con el fin de evitar un estado de estrés oxidativo 

(Singh, 2002; Jiménez y Silva, 2003). Se ha postulado que el peroxisoma consume 

aproximadamente del 10 al 30 % de todo el oxígeno celular consumido en el 

hígado, por lo que se le atribuye una participación importante en el metabolismo 

de la ROS (Singh, 1997; Jiménez y Silva, 2003). 

 Leucocitos: Los leucocitos polimorfonucleares, constituyen una fuente 

importante, cuando se activan por diversas proteínas que actúan específicamente 

sobre ellos (complemento, interleuquinas y otros). Los leucocitos poseen en sus 

membranas la enzima NADPH oxidasa, generadora de O2 que en presencia de 
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hierro se transforma en el radical hidroxilo (•OH¯). Esta situación se da 

particularmente en los procesos inflamatorios (Sohal y cols., 1995; Perón y cols., 2001).  

 Xantina deshidrogenasa: Esta enzima predomina en los endotelios e hígado, 

existen dos tipos: tipo D, que es estimulada por el NAD+ con formación de 

NADP, mientras que la del tipo O, es dependiente del O2. Esta enzima es 

encargada del catabolismo de las purinas en muchos tejidos, y  provoca la 

oxidación de la hipoxantina a xantina y ácido úrico, con la generación del radical 

superóxido (Wau y cols., 1976; Ramírez y cols., 2000). 

 

3.3   DEFENSAS CELULARES CONTRA LAS ROS 

 

Como ya mencionamos, cuando la producción de especies reactivas supera la tasa de 

su eliminación, se dice que existe un estrés oxidativo y para contrarrestar los efectos nocivos 

de la ROS el organismo posee diferentes mecanismos de defensa antioxidante endógenos: 

que constituyen los sistemas enzimáticos, encontrándose fundamentalmente en 

los peroxisomas y en menor proporción en el citosol y retículo endoplasmático. Y 

antioxidantes exógenos: que son sistemas no enzimáticos, es decir adquiridos en la dieta. 

Los más representativos están resumidos en la tabla 4. 
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    *(Tabla adaptada de García Alonso, 2005) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sistema Función 

Antioxidantes endógenos   

Superóxido 
dismutasa (SOD) 

 
Es la primera barrera de defensa contra la producción de radical superóxido 
(•O2)  convirtiéndolo en H2O y O2 (Zelko y cols., 2002). 

Glutatión peroxidasa (GPx) 
 
Es dependiente del selenio y cataliza la reducción del H2O2 a agua y de los  
peróxidos lipídicos a alcoholes no tóxicos (Matés y cols., 1999). 

Glutatión reductasa (GRed) 

 
Cataliza la reducción de  glutatión oxidado a reducido (GSH), el cual será 
utilizado por la GPx para la reducción del peróxido (H2O2) y de lipoperóxidos 
(LOOH) (León y cols., 2004). 

Glutatión transferasa (GST)  
 
Catalizan la conjugación del glutatión a varios compuestos electrofílicos, 
eliminación de peróxidos lipídicos. 

Peroxidasa  

 
Cataliza la oxidación de un amplio número de sustratos orgánicos e 
inorgánicos, utilizando el poder oxidante del H2O2 y peróxidos lipídicos, 
descomponiéndolos en agua (García y cols., 1994). 

Catalasa 
 
Cataliza la descomposición del H2O2 a agua y oxígeno (García y cols., 1994). 

Antioxidantes exógenos    

 
Vitamina E 
 

 
Engloba múltiples tocoferoles, de los cuales el más importante es el α-tocoferol, 
por ser el antioxidante más potente y un importante inhibidor de la formación de 
nitrosaminas por su capacidad de captar óxido nítrico (NO•). Otra función 
importante es la protección contra la peroxidación lipídica (Aruoma, 1996). 

 
Carotenoides  
 

 
Este término se aplica al β-caroteno (precursor de la Vitamina A) y a 
compuestos similares. Desactiva el oxígeno singlete y radicales libres, además 
es capaz de bloquear la cadena de reacciones de peroxidación (Edge y cols., 
1994). 

Ácido ascórbico 
 (Vitamina C) 

 
Es una coenzima de oxidación-reducción que funciona también como defensa 
ante los radicales libres. El ascorbato reducido puede regenerar la forma 
reducida de la Vitamina E, donando electrones en un ciclo redox (Chen y 
Tappel, 1995). 

Compuestos fenólicos 
 
Es captador de radicales libres y presenta una actividad quelante de metales 
(Yamaguchi y cols., 1999). 

Ácido  fólico o Vit. B9 

 
Hidrosoluble necesaria para la formación de proteínas estructurales y 
hemoglobina, su forma reducida, el ácido tetrahidrofólico, actúa como 
transportador de átomos de carbono, importante para la síntesis de purinas y 
por ende para el ciclo celular (Escorza y cols., 2009). 

Tabla 4: Principales sistemas de defensa antioxidante del organismo* 
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3.4 EFECTO SOBRE LOS COMPONENTES 

CELULARES  

 Daño oxidativo a los lípidos: Los radicales libres de alta reactividad, como el 

hidroxilo (•OH), pueden sustraer un átomo de H+ de los ácidos grasos; esta 

reacción ocurre en mayor medida en las membranas celulares y en las 

lipoproteínas; por consiguiente, al disminuir la fluidez de las membranas 

biológicas, inactivar enzimas y receptores asociados a la membrana y aumentar la 

permeabilidad al Ca2+, se favorece la formación de numerosos derivados tóxicos 

como los hidroperóxidos, los 4-hidroxi-alquenales (Dennis y Shibamoto, 1989; Sevanian 

y Ursi, 2000).  

 Daño oxidativo a las proteínas: El blanco principal de oxidación es a los 

grupos amino y carbonilo. Los aminoácidos más sensibles al daño oxidativo del 

•OH son el triptófano, la tirosina, la fenilalanina, la metionina y la cisteína 

(Stadtman y Levine, 2000). Muchas ROS son capaces de oxidar grupos sulfidrilos de 

las proteínas, o reaccionar con iones metálicos para generar una potente especie, 

como el catión nitronio, capaz de nitrar muchos aminoácidos. Como resultado del 

ataque de las ROS, se producen entrecruzamientos de cadenas polipeptídicas y 

fragmentación de las proteínas, perdiendo así su función biológica. Las 

consecuencias bioquímicas de las modificaciones oxidativas a las proteínas, 

incluyen la perdida de la función de receptores, enzimas y proteínas de transporte, 

así como la generación de nuevos antígenos que provocan respuestas inmunitarias 

(Simonian y Coyle, 1996). 

 Daño oxidativo al ADN: El •OH es la principal especie oxidativa que actúa 

sobre el ADN. Los daños fundamentales están en la ruptura de las hebras del 

ADN, hidroxilación de bases y fragmentación del azúcar 2-desoxi-D-ribosa. 

Además, la movilización de Ca2+ inducida por las ROS puede activar 

endonucleasas dependientes de este catión y provocar la fragmentación del ADN 

(Southorn y cols., 1988; Henle y Linn, 1997; Box y cols., 2001). 

 

3.5   ROS y PLAQUETAS 
 

En los últimos años, varias publicaciones han sugerido que la ROS representa un 

nuevo modulador de la actividad plaquetaria. Dentro del vaso sanguíneo (células 

endoteliales, fibroblastos, células musculares lisas), hay una constante y baja cantidad de 

flujo de ROS. Se ha establecido que un incremento en la liberación de ROS de la pared 

vascular puede, indirectamente, afectar la actividad plaquetaria por secuestro del óxido 

nítrico (NO), disminuyendo así la propiedad anti-plaquetaria del endotelio. Además, las 

plaquetas también pueden generar ROS, como parte del control de su propia actividad 

biológica o incluso estar expuestas a grandes cantidades de ROS en condiciones de 

reacción inflamatoria (Krotz y cols., 2004). 
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Ungvari y cols., demostraron que niveles altos en la producción del radical 

superóxido, influían negativamente sobre la regulación de la agregación plaquetaria, 

produciendo una excesiva  activación de la misma, interviniendo la disponibilidad del NO, 

ya que reacciona con él y forma el peroxinitrito (ONOO¯), lo cual impide que ese NO 

secuestrado actué normalmente inhibiendo la agregación plaquetaria. Además ese radical 

superóxido genera un aumento en la síntesis de los tromboxanos (Ungavari y cols., 2003). 

Varios estudios independientes han mostrado que el anión superóxido (•O2¯) reduce 

el umbral de activación de las plaquetas frente a la estimulación con trombina, colágeno, 

ADP, o AA y puede incluso inducir la agregación espontánea (Handin y cols., 1977; De la cruz y 

cols., 1992; Krotz y cols., 2004). En todos los casos el •O2¯, pero no el •OH¯ o H2O2  va a 

mediar un aumento de la actividad plaquetaria (Salvemini y cols., 1989). Pratico y cols., 

demostraron que el •OH¯, se genera durante la agregación plaquetaria en sangre entera, 

inducida por colágeno y que el manitol secuestrador del •OH¯ evita en parte esta 

agregación, lo que sugiere que este tipo de ROS puede estar involucrado en el aumento 

de la activación plaquetaria dependiente de colágeno (Pratico y cols., 1999). 

Redondo y cols., en el 2004 observaron que el H2O2 es capaz de provocar liberación 

de Ca2+ desde los depósitos intracelulares sensibles y no-sensibles a agonistas, mediante una 

oxidación de los puentes de disulfuro, que provoca un cambio conformacional en el canal 

de Ca2+ sensible a IP3. Adicionalmente, el H2O2 es capaz de inhibir la actividad de las 

bombas SERCA Y PMCA. 

 

3.5.1  ROS DERIVADO DE LAS PLAQUETAS 

  Las ROS son también generadas por la propia actividad plaquetaria. El aumento de 

•O2¯ y otras ROS fue observado por primera vez en las plaquetas, por Marcus en 1977 

(Marcus y cols., 1977). Donde la liberación de ROS, incluyendo el •O2¯, •OH¯ y H2O2,  estaban 

presentes tanto antes como después de la estimulación con agonistas, como el colágeno o 

trombina (Caccese y cols., 2000; Wachowicz y cols., 2002); por lo tanto esta formación endógena 

de ROS sugiere su rol autocrino y paracrino en la activación plaquetaria. 

  Varios sistemas enzimáticos contribuyen a la producción de ROS que van a influir 

en la actividad plaquetaria. Al igual que en el endotelio, en las plaquetas encontramos la 

NAD(P)H-oxidasa, la cicloxigenasa isoforma 1 y 2 (COX), citocromo P450, epoxigenasa 

isoforma 2C9(CYP2C9), xantina oxidasa (XO), sintasa endotelial del NO (eNOS) y 

contribuyen a la producción de •O2¯, •OH¯ y H2O2. A La NAD(P)H-oxidasa plaquetaria, 

se le ha prestado mayor atención ya que puede ser activada por estimulación de agonistas 

que también inducen la activación plaquetaria. Por ejemplo, al producir la liberación de 

•O2¯, aumenta el reclutamiento plaquetario para la formación del trombo, muy 

probablemente por la desactivación de una ectoendonucleotidasa plaquetaria y a que 

aumenta la bio-disponibilidad del ADP (Fig. 13) (Krotz y cols., 2002; Iuliano y cols., 1997; 

Pignatelli y cols., 2003; McVeigh y cols., 2002).   
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  También sabemos que el H2O2 posee un papel dual sobre la activación y 

mantenimiento de la ECC, dependiendo de la dosis, ya que a bajas dosis produce un 

incremento de dicho mecanismo, mientras que a altas dosis se produce una fuerte 

inhibición. Este papel dual viene dado por la capacidad del H2O2 de inducir polimerización 

del citoesqueleto de actina y activación de la proteína p60src (Redondo y cols., 2004).  

  Hay que señalar que las plaquetas expresan antioxidantes enzimáticos, lo que 

también sugiere el rol de la ROS en la señalización plaquetaria, ya que estas enzimas no 

solo previenen los efectos citotóxicos de la ROS, sino también sirven para regular las 

oxidaciones producidas en las vías de señalización plaquetaria. Una de estas enzimas es la 

glutatión peroxidasa (GPx), cuya deficiencia congénita aumenta el riesgo de trombosis 

(Freedman y cols., 1996); además, mejora la bio-disponibilidad del NO al catalizar su liberación 

desde los S-nitrosotioles (ya que el NO se almacena en los tejidos bajo la forma de S-

nitrosotioles) y la reducción de peróxidos lipídicos (Freedman y cols., 1995). Varios estudios 

han demostrado que la formación de S-nitrosotiol, en el plasma y en los eritrocitos 

circulantes, que actúan como transportadores de NO, está envuelto en la regulación del 

tono vascular y el flujo sanguíneo; sugiriendo que los S-nitrosotioles pueden servir como 

reservorio de NO. La utilización de la butionin sulfoxamina (BSO) como inhibidor 

intracelular de la glutatión evita la liberación del NO y por ende es capaz de deplecionar los 

almacenes de NO (Rodríguez y cols., 2003). 

  Mediante el uso del glutatión (GSH) como co-sustrato, la GPx no solo reduce el 

H2O2 a agua, sino que también reduce los peróxidos lipídicos a sus respectivos alcoholes 

(Loscalzo y cols., 2001). Consecuentemente, la adición de GSH, reduce la agregación 

plaquetaria in vitro (Pacchiarini y cols., 1996); sin embargo la forma oxidada del GSH, el 

disulfuro de glutatión (GSSG) al unirse con la integrina αIIbβ3 presente en las plaquetas, 

llega hacer un mecanismo facilitador de la activación plaquetaria inducida por agonistas. 

Esto sugiere que el GSH puede contribuir en la regulación de la actividad plaquetaria (Essex 

y cols., 2004). 

Debido a la complejidad de la química de la ROS y a la gran cantidad de fuentes 

de regulación enzimática que están potencialmente implicadas, el papel de la ROS para la 

activación plaquetaria y de los diferentes sistemas enzimáticos productores de ROS aún 

no están claros. Posiblemente la mera presencia de ROS en las inmediaciones de las 

plaquetas, define las condiciones del campo de batalla fisiológico en el cual las plaquetas 

encuentran su destino fisiopatológico (Krotz y cols., 2004). 

 

 

 

 

 

 



 
 
                                                                                                                        

                                                                           

                                                                                                              

                                                                                  40 
 

 

     

 

 

 

 

  

Figura 13: Reclutamiento plaquetario en un trombo en formación, por aumento del 
anión superóxido (•O2). Las plaquetas en reposo, al entrar en contacto con los 
componentes de la matriz subcelular (líneas curvas), se unen al endotelio y se activan. 
Las plaquetas activadas (forma irregular) liberan ADP (o TXA2) que conduce al 
reclutamiento de otras plaquetas circulantes en estado de reposo (óvalos). En la 
estimulación, las plaquetas también liberan ROS, tales como el •O2 que incrementan la 
formación del trombo, ya sea por prevención de la degradación del ADP o por disminución 
de la bio-disponibilidad del óxido nítrico (NO). El óxido nítrico en condiciones fisiológicas, 
evita la activación plaquetaria por un aumento de GMPc intra-plaquetario. La liberación 
plaquetaria de •O2  puede prevenirse mediante el inhibidor de la  GPIIb/IIIa (Krótz y cols., 
2004). 
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4.  CIRROSIS HEPÁTICA 

4.1  GENERALIDADES  

La cirrosis hepática es el estadio final de un gran número de enfermedades que 

afectan al hígado. Las alteraciones estructurales causadas por esta enfermedad fueron 

detectadas por primera vez en 1760 por Morgagni; en 1819 Laennec, describe la 

enfermedad de un soldado muerto de hemorragias, derrame pleural y ascitis, como 

“cirrosis” (del griego kirrhos=amarillo), debido a las granulaciones amarillas que 

presentaba el hígado, a las cuales les atribuyó equivocadamente una etiología tumoral. 

Bright en 1827 señala al alcoholismo como el responsable de una hepatopatía 

hidropígena. Ackerman y Kretz consideran, en 1880 que la lesión comienza a nivel del 

hepatocito y que la repetición de procesos de regeneración y degeneración consigue 

alterar la estructura con proliferación de tejido conectivo (Kervella, 1985; Marecos, 2000; Trejo-

Solis y cols., 2003). 

La cirrosis es una enfermedad crónica, caracterizada por una alteración difusa de la 

arquitectura hepática con presencia de fibrosis y nódulos de regeneración y una pérdida 

funcional de la masa hepática. La fibrosis resulta de la pérdida del equilibrio entre la síntesis 

y la degradación de las proteínas de la matriz extracelular, principalmente el colágeno que 

es la proteína más abundante en esta estructura. El colágeno se acumula por una 

disminución importante en su degradación, considerándose un proceso auto-perpetuable e 

irreversible. Estos cambios conducen el desarrollo de hipertensión portal e insuficiencia 

hepática que condicionan las posibles complicaciones que se pueden presentar. Hay que 

tener en cuenta que la cirrosis hepática es un factor predisponente para el desarrollo de 

carcinoma hepatocelular, con un riesgo del 20 % tras 5 años de seguimiento (Durand & Valla, 

2008; Cardenas, 2009). 
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   Esta enfermedad constituye uno de los principales problemas de salud en el mundo, 

considerándose como una de las diez principales causas de mortalidad, estimándose 

800.000 muertes cada año a nivel mundial (WHO, 2010). En Europa es considerada un 

importante problema de salud pública, especialmente entre la población masculina, 

causando más de 170.000 muertes/año.  

   La cirrosis hepática se puede clasificar en compensada o descompensada. Se denomina 

cirrosis descompensada cuando se asocia a la presencia de alguna de las siguientes 

complicaciones mayores: hemorragia digestiva, ascitis, encefalopatía hepática o ictericia. La 

cirrosis compensada es la que no ha desarrollado ninguna de las complicaciones mayores.  

Las causas más frecuentes de cirrosis hepática en la edad adulta son el consumo 

crónico de alcohol  y los virus de la hepatitis B y C. Etiologías menos frecuentes son la 

hemocromatosis idiopática, la enfermedad de Wilson, la hepatitis autoinmune, fibrosis 

quística, la esteatohepatitis no alcohólica, las colestasis obstructivas crónicas (cirrosis biliar), 

la obstrucción del drenaje venoso y la hepato-toxicidad (López y col., 2001; Trejo-Solis y cols., 

2003). 

 

4.2  MODELOS EXPERIMENTALES DE CIRROSIS   

Los modelos experimentales en animales, usados para el estudio de la cirrosis 

hepática, son:  

 Administración de sustancias con efecto hepatotóxico: Como la 

dimetilnitrosamina o el tetracloruro de carbono (CCl4). La dimetilnitrosamina, 

además de su efecto hepatotóxico, posee una potente actividad carcinogénica, por 

lo que su uso es más restringido. El CCl4 es el hepatotóxico más empleado desde 

que, en 1936, Cameron y Karunaratne indicaron que su administración repetida a 

ratas produce cirrosis hepática. Desde entonces, la cirrosis hepática inducida por 

CCl4 ha sido objeto de numerosos estudios, usando ratas u otras especies 

animales, así como diferentes dosis y modos de administración del tóxico. El CCl4 

puede ser administrado de forma subcutánea, intramuscular o intraperitoneal; 

introducido por medio de una sonda gástrica o administrado por nebulización en 

el interior de una cámara estanca.  

 Administración de alcohol: En este modelo se utilizan dietas con elevado 

contenido de alcohol, sin embargo este modelo es poco usado ya que la 

aparición de lesiones histológicas importantes sólo es evidente tras periodos 

muy largos de tratamiento. 

 Ligadura parcial de la vena porta (LVP): Es realmente un modelo de 

hipertensión portal, ya que este tipo de ligadura va a producir el desarrollo 

gradual de venas portales colaterales. Esta vía circulatoria paralela priva a la 

circulación hepática de flujo portal y proporciona una vía a través de las cuales        

múltiples toxinas eluden el metabolismo hepático, causando 
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encefalopatía y fallo hepático en un modelo de hipertensión portal (Wiest y cols., 

1999; Reyero y cols., 2001).  

 Ligadura del conducto biliar (LCB): Es el modelo experimental más 

estudiado, se basa en la obstrucción total o parcial de los conductos biliares. Para 

ello, se practica la ligadura del ducto biliar común (LCB) o la ligadura parcial 

(LCBP), es decir de uno de los dos ductos biliares (derecho o izquierdo). Dichos 

modelos se caracterizan por una alteración del transporte de sales biliares 

(provocando una colestasis) (Rodriguez-Garay, 2003), el desarrollo de fibrosis (Milani 

y cols., 1990) y, en estadios más tardíos, la cirrosis biliar (Serviddio y cols, 2004). Según 

los autores, a los 15 días se manifiestan los signos de la colestasis y a los 28 días 

aproximadamente un 75 % de las ratas tienen cirrosis establecida (Martínez-Prieto y 

cols., 2000). Produce una lesión histológica similar a la cirrosis humana y se 

acompaña de ascitis abundante. 

Los dos últimos modelos son capaces de provocar una hipertensión portal  

presinusoidal sin daño hepático, pero que produce de modo predecible y 

homogéneo la mayoría de las alteraciones hemodinámicas que se observan en la 

cirrosis.  

  Los conocimientos actuales sobre la colestasis extrahepática inducida por 

ligadura del ducto biliar muestran una alteración de la expresión de proteínas 

canaliculares de la membrana plasmática, debido a la degeneración de la ruta de 

transporte vesicular, y también a la pérdida de la integridad de las uniones 

estrechas. La colestasis obstructiva se caracteriza por la retención de la bilis en 

los conductos hepáticos (con proliferación de los mismos), hipertensión portal y 

la lesión centrilobular (Rodriguez-Garay, 2003). A dichas modificaciones se asocian 

trastornos metabólicos, alteración del metabolismo de los ácidos grasos y de los 

cuerpos cetónicos (Lang y cols., 2001) y perdida de la función mitocondrial (Huang y 

cols., 2003), que a su vez está asociada a una mayor producción de estrés oxidativo 

(Serviddio y cols., 2004). 

 

4.3  CIRROSIS BILIAR 

La cirrosis biliar se debe a una lesión u obstrucción prolongada del sistema biliar 

intrahepático o extrahepático. Se acompaña del trastorno de la excreción biliar, destrucción 

del parénquima hepático y fibrosis progresiva. La cirrosis biliar primaria (CBP) se 

caracteriza por inflamación crónica y obliteración fibrosa de los conductillos biliares 

intrahepáticos. La cirrosis biliar secundaria (CBS) es consecuencia de la obstrucción 

prolongada de los conductos biliares extra-hepáticos. Aunque las cirrosis biliares primaria y 

secundaria son entidades diferentes desde un punto de vista fisiopatológico con respecto a 

su desencadenante inicial, muchos de sus rasgos clínicos son similares. La causa de la CBP 

es desconocida, pero muchos datos sugieren que puede ser debida, primero a una anomalía 

hereditaria de inmunoregulación, caracterizada por la incapacidad de suprimir una respuesta  
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inflamatoria sobre los conductos biliares pequeños; la segunda causa puede ser 

medioambiental, un evento desencadenante que pone en movimiento el proceso 

inflamatorio. Teóricamente, cualquier factor que dañe los conductos biliares puede servir 

de estímulo disparador (Zumaeta y cols., 1998; Harrison, 2006; Cárdenas, 2009). 

La mayoría de los estudios están más enfocados a la CBP, debido a que su  incidencia 

y prevalencia han aumentado en los últimos años, probablemente porque la mayoría de los 

casos se diagnostican en etapas muy iniciales y asintomáticas, cuando solo se detecta una 

leve alteración bioquímica o la presencia de anticuerpos anti-mitocondriales (AMA) o bien 

en el proceso de otras enfermedades asociadas (Pares, 2008).  

En la CBP, el impedimento en el flujo normal de la bilis desde el polo canicular del 

hepatocito al duodeno, se asocia a un aumento de las concentraciones séricas de 

compuestos que normalmente se excretan en la bilis, tales como los ácidos biliares, la 

bilirrubina y de las enzimas γ–glutamil-transpeptidasa (GGT), y fosfatasa alcalina (FA) 

(Pérez Fernández y cols., 2004; Arduni, 2009). Estos compuestos potencialmente tóxicos dentro 

del hepatocito, desencadenan procesos apoptóticos y necróticos en el hígado. Dichos 

acontecimientos son los responsables de desencadenar la fibrosis hepática que conduce 

finalmente a la cirrosis biliar (McGill y col., 1998; Arduni, 2009). 

 

4.3.1  ALTERACIONES DEL FLUJO SANGUÍNEO   

            La circulación hepática es de naturaleza centrípeta y está formada por el sistema 

porta y la arteria hepática. El sistema porta transporta sangre poco oxigenada y rica en 

nutrientes, proveniente del tracto gastrointestinal, del páncreas y del bazo. Este sistema 

constituye el 70-75 % del flujo sanguíneo hepático, siendo el restante 25 % proporcionado 

por la arteria hepática (Belloch, 2009). 

  Uno de los aspectos fisiopatológicos claves para entender muchas de las 

complicaciones que aparecen en el transcurso de la cirrosis hepática es la existencia de un 

estado circulatorio hiperdinámico. Se caracteriza por un gasto cardiaco elevado, un 

descenso de las resistencias periféricas con hipotensión arterial y un aumento del flujo 

sanguíneo, fundamentalmente en el territorio esplácnico (Ferrer, 2001). Se inicia con la 

aparición de la hipertensión portal, que provoca desarrollo de una vasodilatación periférica 

arteriolar, ocasionando una hipervolemia relativa al disminuir el volumen sanguíneo arterial 

efectivo. Esta hipovolemia activa los sistemas presores de regulación de la presión arterial 

(renina angiotensina, catecolaminas y otros), que a su vez producen la retención hidrosalina, 

con la consiguiente expansión de volumen plasmático y el desarrollo del estado circulatorio 

hiperdinámico, haciendo que el balance entre la vasodilatación y vasoconstricción sea 

anormal. En adición a los cambios en la resistencia  vascular, principalmente localizado en 

las arterias y arteriolas pequeñas, la función de las largas arterias también puede estar 

alterada en la cirrosis (Richter y cols., 2000; Ferrer, 2001; Herriksen y cols., 2001). 
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  Aunque no se sabe con certeza qué mecanismos causan el inicio y mantenimiento 

del trastorno circulatorio, se conoce que el óxido nítrico (NO) desempeña un papel muy 

importante en la vasodilatación periférica existente, ya que el NO es un potente 

vasodilatador de origen endotelial que está aumentado tanto en los modelos experimentales 

de cirrosis como en los pacientes con cirrosis hepática (López y cols., 2001; Ferrer, 2001). Varios 

estudios, en animales con cirrosis, demostraron que la inhibición de la síntesis del NO 

reduce la circulación hiperdinámica  y mejora la función excretora renal (López y cols., 2001; 

Atucha y cols., 2002).    

  En cuanto a los fenómenos hemodinámicos que acompañan a la cirrosis, se 

considera que los factores de riesgo clásicos (hemorragia a nivel capilar, lesión de la pared 

vascular, aumento de permeabilidad capilar, el aumento generalizado de la presión 

sistémica) permiten explicar del 50 al 60 % de los eventos cardiovasculares producidos en 

esta enfermedad (Robbins y cols., 2004). En la última década se han ampliado las 

investigaciones sobre los denominados nuevos factores de riesgo, identificando una 

variedad de ellos que están vinculados con el desarrollo de las alteraciones 

cardiovasculares como son la hiperfibrinogenemia, incremento de los niveles plasmáticos 

del factor VII, el inhibidor del plasminógeno (PAI), la proteína C reactiva y la 

hiperhomocisteinemia (HHcy). 

 

4.3.2  DAÑO OXIDATIVO 

  El estrés oxidativo observado en el modelo de cirrosis experimental afecta a la 

mitocondria. Una de las causas principales de las alteraciones del estado redox parece ser el 

aumento de la concentración de sales biliares hidrófobas. Así, experimentos in vitro han 

demostrado un incremento en la producción de peróxidos (por las mitocondrias) en 

hepatocitos sometidos a distintas concentraciones de ácidos biliares. Además, los autores 

mostraron que las sales biliares hidrófobas son las principales responsables de incrementar 

la producción de peróxidos (Sokol y cols., 1995). 

  En las células y tejidos sanos, más del 90 % de glutatión total está en su forma 

reducida (GSH) y menos del 10 % que existe en la forma de disulfuro (GSSG) u oxidada. 

Un aumento de la proporción entre el GSSG y GSH se considera un indicativo de estrés 

oxidativo.  Una característica de la cirrosis es el incremento del GSSG, así como del 

cociente GSSG/GSH, y de los niveles de malondialdehido (MDA) en hígado y en plasma, 

además de la oxidación del ADN nuclear (Kitada y cols., 2001). En periodos largos, la 

disminución de GSH hepático se produce por dos mecanismos independientes: por un 

lado, la disminución de la expresión del gen que codifica para la γ-glutamil-cisteína sintetasa 

(γ-GCS: responsable de la homeostasis del GSH), a los 21 días de colestasis y por otro lado, 

la oxidación del GSH a GSSG. La administración diaria de ácido ursodeoxicolico (UDCA) 

en ratas puede restablecer los niveles fisiológicos del ARN mensajero de la γ-GCS y 

mejorar el estado redox del glutatión (Serviddio y cols., 2004; Ebrahimkhani y cols., 2005; Carnicer y 

cols., 2006). 
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Durante el desarrollo de la colestasis hepática se manifiesta una hipertensión portal, 

que eventualmente conlleva el desarrollo de ascitis, el cual parece estar asociado a una 

alteración de la función endotelial, con incremento de las sustancias vasoconstrictoras. Por 

ello, una defectuosa regulación de la producción del óxido nítrico, producido por las 

enzimas óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS) y la forma inducible (iNOS), podría estar 

implicada en la hipertensión portal en la cirrosis. Estudios en ratas LCB describen una 

regulación variable en la expresión de eNOS a lo largo del desarrollo de la fibrosis. Es 

relevante mencionar que, independientemente de los niveles de expresión de la enzima 

eNOS o iNOS, y su localización y redistribución en las células hepáticas, los niveles de NO 

sistémico aumentan hasta la cuarta semana. En base a estos resultados, se podría pensar 

que la producción de óxido nítrico y sus metabolitos (NO2-, NO3- y peroxinitrito) puede 

tener un papel importante en la regulación de la función endotelial, pero también en la 

modificación post-traduccional de proteínas y en la liberación de segundos mensajeros, 

como el GMPc (Wei y cols., 2005a; Wei y cols., 2005b). De hecho, Alcaráz y colaboradores, han 

mostrado que ratas con cirrosis biliar presentan niveles aumentados de peroxinitrito, en el 

riñón, que puede alterar la respuesta de la vasculatura renal y retención de sodio (Alcaráz y 

cols., 2008). 

 

4.4 FISIOPATOGENIA DE LA HEMOSTASIA 

      EN LA CIRROSIS 

  
El hígado juega un rol central en el mantenimiento de la hemostasia ya que es el sitio 

de síntesis de la gran mayoría de proteínas requeridas para la regulación de la coagulación y 

fibrinólisis (Tabla 5). Por lo tanto, es lógico pensar que los pacientes con cirrosis presenten 

alteraciones graves en la coagulación, desencadenando disfibrinogenemia, hiperfibrinólisis y 

trombocitopenia, siendo esta última, la alteración más frecuente, debido en parte a la 

hipertensión portal, ya que el 90 % del pool plaquetario es secuestrado en el bazo 

(hiperesplenismo) (Kaul y col., 2000), y otra alteración en menor medida, es la presencia de 

anticuerpos antiplaquetarios o  alteraciones en el metabolismo de la trombopoyetina. 

Las pruebas de laboratorio que son más útiles y están fácilmente disponibles para 

evaluar la hemostasia en las enfermedades hepáticas, son el tiempo de protrombina (TP), el 

tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), el fibrinógeno, el recuento plaquetario y 

el dímero D (CadwellSH y cols., 2006). En los últimos años se está generalizando el uso del 

tromboelastograma, para valorar in situ, la predicción de sangrado y de una forma dinámica 

la coagulación, generalmente durante una cirugía mayor. (López y col., 2008), ya que el TP y el 

TTPa no valoran los factores inhibitorios, como la proteína C o S. 
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    Factor tisular (TF), Inhibidor de la vía del factor tisular, (TFPI), Activador tisular del plasminógeno (t-PA), 

inhibidor de la fibrinólisis activable por trombina (TAFI) (Téllez-Avila y cols., 2007). 

 
 

Debido a que en la cirrosis existe una progresiva disfunción endotelial, el aumento en 

la producción de NO y prostaciclina (PGI2) por parte de las células endoteliales va a inhibir 

la activación plaquetaria en estos pacientes. Y por el contrario, la elevada concentración que 

alcanza el vWF, en pacientes cirróticos, va a estimular la adhesión plaquetaria. 

Si bien los niveles de factor VIII se encuentran aumentados, un número importante 

de factores V, VII, IX, X y XI presentan niveles reducidos; entre ellos se encuentran los 

Factor Síntesis Función 

Procoagulantes 

Fibrinógeno 

Factor II 

Factor V 

Factor VII 

Factor VIII 

Factor IX 

Factor X 

Factor XI 

Factor XII 

Factor XIII 

Precalicreina 

HMWK 

Factor III (FT) 

 

Hígado 

Hígado 

Hígado, endotelio 

plaquetas 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Hígado 

Endotelio, monocitos 

 

Precursor de fibrina 

Precursor de trombina 

Cofactor en complejo protrombinasa 

Unido a TF activa a los factores IX y X 

Cofactor 

Activa al factor X 

Convierte protrombina a trombina 

Activa factor IX 

Activa factor XI 

Une polímeros de fibrina 

Activa factor XII 

Activación del cofactor de factores XII y XI 

Cofactor 

Anticoagulantes 

Antitrombina III 

Cofactor II de heparina 

Proteina C 

Proteína S 

Heparan sulfato 

Trombomodulina 

 

TFPI (1-2) 

 

Hígado 

Hígado 

Hígado, endotelio 

Hígado, endotelio 

Endotelio 

Endotelio 

 

Endotelio, hígado 

 

Inactiva la trombina, factores IXa, Xa, XIa, XIIa 

Inactiva la trombina 

Inactiva factores Va y VIIIa 

Aumenta actividad de proteína C 

Ligando de antitrombina III 

Receptor de trombina permitiendo 

 la unión a la proteína C 

Inhibe factor VIIa y Xa 

Fibrinolíticos 

Plasminógeno 

t-PA 

Urocinasa 

 

 

 

 

 

 

Hígado 

Endotelio 

Riñón 

 

 

 

 

 

 

Precursor de plasmina 

Activa plasminógeno 

Activa plasminógeno 

 

 

 

Anti-Fibrinolíticos 

Inhibidor de t-PA-1 

Inhibidor de t-PA-2 

α-antiplasmina 

TAFI 

 

Endotelio, hígado 

plaquetas 

Leucocitos 

Hígado 

 

 

Inhibe t-PA 

Inhibe t-PA 

Inactiva a la plasmina 

Inhibe la activación del plasminógeno 

Tabla 5: Factores de coagulación y lugar de síntesis 

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_hidroxilo&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Radical_hidroxilo&action=edit&redlink=1
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factores dependientes de la vitamina K (II, VII, IX, X) que, además, tienen alteraciones 

funcionales debido a una carboxilación anormal (Song y cols., 2001; Caldwell y cols., 2006). Los 

niveles de fibrinógeno son normales cuando la enfermedad hepática está estable, pero 

descienden en los estadios avanzados de la cirrosis o en la insuficiencia hepática aguda. En 

estos pacientes se estima que el fibrinógeno es funcionalmente anormal debido al excesivo 

contenido de ácido siálico presente en su molécula, trastorno conocido como 

disfibrinogenemia. 

La disfunción endotelial empeora aún más las alteraciones en la coagulación de estos 

pacientes. Sin embargo, existen otros cambios que compensan y balancean las alteraciones 

antes mencionadas, como la disminución de la síntesis hepática de proteínas 

anticoagulantes (proteínas C, S, Z, antitrombina, la heparina cofactor II, α-2-

macroglobulina). En ocasiones se verifica reducción de los niveles del inhibidor de la vía 

del factor tisular (TFPI: del inglés tissue factor pathway inhibitor), que habitualmente es 

sintetizado por las células endoteliales (Caldwell y cols., 2006). 

Numerosos cambios afectan la degradación de la fibrina, con la excepción de las 

situaciones de insuficiencia hepática aguda, donde niveles elevados del inhibidor del 

activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1) pueden bloquear la fibrinólisis, en general se 

considera que el estado de los pacientes con enfermedad crónica estable es 

hiperfibrinolítico. Los niveles de activador tisular del plasminógeno (t-PA) se encuentran 

aumentados, dado que su degradación hepática se encuentra disminuida y su liberación por 

parte del endotelio activado, esta aumentada.  

 

Otro factor que contribuye a la alteración de los mecanismos de hemostasia normal 

es la insuficiencia renal, puesto que va a contribuir a la aparición de ascitis, y si bien aún hay 

datos contradictorios, es probable que el papel etiológico de la ascitis sea importante para el 

mantenimiento del estado hiperfibrinolítico en estadios muy avanzados de cirrosis (Agawal y 

cols., 2000; López y col., 2001; Cadwell y cols., 2006; Téllez-Ávila y cols., 2007).  

Podemos resumir que en la enfermedad hepática se producen alteraciones que 

incluyen disminución de los factores de coagulación, trombopenia, disfunción 

plaquetaria, disfunción endotelial, hiperfibrinólisis, disfibrinogemia, coagulación 

intravascular, fallo renal e infecciones (Fig. 14).  
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4.4.1  DEFECTOS DE LA COAGULACIÓN Y FIBRINÓLISIS 

4.4.1.1 Déficit de factores de la coagulación 

    Si existe disfunción hepática, se produce una alteración de la síntesis proteica que 

conlleva a un déficit de las proteínas plasmáticas implicadas en la hemostasia, los factores 

de coagulación. Se trata habitualmente de los factores V, VII, IX, XI y protrombina. En el 

caso de insuficiencia hepática fulminante, el porcentaje del factor V, tiene valor pronóstico. 

Sin embargo los niveles del factor VIII suelen estar aumentados (Caldwell y cols., 2006). Otra 

causa de déficit de ciertos factores (II, VII, IX y X) es la falta de vitamina K de causa 

hepática (déficit de carboxilación por hepatopatía o mala absorción por colestasis) o 

extrahepática (malnutrición o alteración de la flora intestinal) (López y col., 2008). 

4.4.1.2 Coagulación intravascular diseminada y fibrinólisis acelerada 

               En los pacientes con cirrosis descompensada, las alteraciones pueden sugerir la 

presencia de coagulación intravascular diseminada (CID), está caracterizada por  la 

activación de la cascada de la coagulación y las vías de anti-coagulación, resultando en una 

amplia deposición intravascular de fibrina terminando en una trombosis arterial o venosa y 

fallo orgánico (Radosavjevic, 2007). El incremento en el consumo de factores de coagulación y 

plaquetarios puede también llevar a una severa hemorragia, considerándola dentro del 

Figura. 14:   Equilibrio hemostático en la enfermedad hepática (López y cols., 2008). 
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diagnóstico una enfermedad trombo-hemorrágica, es decir, se pueden observar tanto 

eventos trombóticos como hemorrágicos, en el mismo paciente.  

    Las características de la CID  se debe a una inadecuada modulación de la actividad 

de la trombina y el resultado de una excesiva activación del factor VIII y del V al disminuir 

sus anticoagulantes naturales (antitrombina, proteína C activada, inhibidor de la vía del 

factor tisular (FTPI)) contribuyen a la generación de un estado de pro-coagulabilidad 

(Treviño, 2008). Mientras que por otro lado aumenta la fibrinólisis al neutralizar el inhibidor 

del activador del plasminógeno tisular de tipo 1 (PAI-1). La proteína S, cofactor de la 

proteína C, potencia la acción de esta para la inactivación del factor VIII y del V (Treviño, 

2008). 

4.4.1.3 Hipercoagulación  
 

    En los pacientes con cirrosis coexisten trastornos en la coagulación que 

promueven el sangrado con alteraciones procoagulantes que inducen la aparición de 

trombosis. Entre estas últimas se pueden mencionar la disminución en la actividad de 

algunos mecanismos de anticoagulación, estasis vascular como consecuencia del 

enlentecimiento del flujo circulatorio y los trastornos en la fibrinólisis y en la actividad 

plaquetaria (Sabroe y col., 2005).  

              En estos pacientes, la hipercoagulación se puede manifestar de 2 maneras: en 

forma de trombosis venosa profunda o embolia pulmonar, con una incidencia del 0,5 al 1 

% (Northup y cols., 2006; Treviño, 2008). Y en forma más solapada, con microtrombosis ocultas 

que, con el tiempo, conducen a la hipertensión porto-pulmonar o la atrofia hepática 

descompensada (cuadro conocido como extinción parenquimatosa) (López y col., 2001; Trejo-

Solis y cols., 2003; Caldwell y cols., 2006). Otros estados conocidos de hipercoagulabilidad que 

pueden producirse en la enfermedad hepática son: déficit del factor V, mutaciones de la 

protrombina G20210A, mutación de la metilentetrahidrofolato reductasa C677T o 

síndrome antifosfolípido (Amitrano y cols., 2000). 

Curiosamente, el análisis de la bibliografía permite constatar la existencia de al 

menos dos tipos de coagulopatía, dependiendo del origen de la cirrosis hepática. Así, se ha 

observado que los pacientes con cirrosis hepática de origen colestásico tienen un menor 

número de complicaciones de sangrado al compararlos con pacientes en un estado clínico 

similar pero con una cirrosis de etiología viral o alcohólica (Gores y cols., 1989; Palareti y cols., 

1991; Pihusch y cols., 2002).  Aunque el origen de esta alteración no está claro, se ha sugerido la 

existencia de un estado hipercoagulable en pacientes con cirrosis biliar primaria, debido a 

una función plaquetaria más eficaz en estos pacientes que en otros (Ben-Ari y cols., 1997). De 

hecho, la densidad del receptor plaquetario de membrana CD42b es mayor en pacientes 

colestásicos que en los no colestásicos (Pihusch R y cols., 2002). Como se sabe, este antígeno es 

parte del receptor plaquetario de adhesión GP Ib/V/IX que se une al factor von 

Willebrand (vWF) y es internalizado tras la activación plaquetaria. La presencia de estos 

sitios de unión permite a las plaquetas detener su movimiento en la circulación arterial e 
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iniciar su proceso de activación de adhesión y posterior agregación (Brass y cols, 2003). Sin 

embargo, en pacientes con cirrosis de origen alcohólico o viral, lo que se ha descrito es 

justamente lo contrario, la existencia de un grave defecto de adhesión plaquetaria (Ordinas y 

cols., 1996). 

4.4.1.4 Hiperfibrinolísis   
 
              Los individuos con cirrosis pueden presentar un estado de verdadera 

hiperfibrinolísis como consecuencia de niveles elevados del activador tisular del 

plasminógeno (t-PA), que aceleran la activación del plasminógeno, y los niveles reducidos 

del inhibidor de plasmina α-2 y PAI-1 que no pueden antagonizar este proceso, son los 

responsables del trastorno. Los elevados niveles de t-PA sobre las plaquetas lleva a la 

inhibición de la agregación plaquetaria, degradación de receptores plaquetarios (GP Ib y 

GP IIb/IIIa) y a la inducción de la desagregación plaquetaria (Radosavjevic, 2007). La 

hiperfibrinólisis ocurre en aproximadamente un 30 % de los pacientes con cirrosis y es 

posible que esté correlacionada con la severidad de la enfermedad. En pacientes con ascitis 

al parecer el estado hiperfibrinolítico también aumenta, ya que el incremento de la actividad 

fibrinolítica ha sido detectado en el fluido ascítico, con elevados niveles de D-dímero y 

productos de degradación del fibrinógeno (Agawal y cols., 2000; Radosavjevic, 2007).   

   
4.4.1.5 Disfibrinogemia 

 

     Es la producción de un fibrinógeno cualitativamente anormal debido a su 

contenido excesivo de ácido siálico; cuantitativamente la determinación de fibrinógeno es 

normal, pero la fibrina que se forma es defectuosa y no polimeriza. (López y cols., 2008). 

 

4.4.2  DISFUNCIÓN PLAQUETARIA 

4.4.2.1 Trombocitopenia 
 

     La trombocitopenia es observada entre un 15 a un 70     % de pacientes con cirrosis, 

dependiendo del estado de la enfermedad y de la definición de la trombocitopenia, y es 

generalmente de leve a moderada (Peck-Radosavljevic, 2000). Está asociada con otras 

anormalidades de la coagulación (niveles de fibrinógeno y actividad de factores de 

coagulación disminuidos e incremento de actividad fibrinolítica) y todas estas 

anormalidades pueden incrementar  el riesgo de sangrado en pacientes con cirrosis (Peck-

Radosavljevic, 2007).  

  Múltiples mecanismos patogénicos contribuyen a la disminución del número de 

plaquetas circulantes. Esto incluye la esplenomegalia secundaria a la hipertensión portal y 

subsecuentemente al secuestro de plaquetas en el bazo, reducción de la producción 

hepática de trombopoyetina, represión de la médula ósea por el virus de la hepatitis C o 

por el tratamiento anti-viral con interferón, y aumento de la destrucción plaquetaria 
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mediada por la participación de mecanismos inmunes antiplaquetarios (Peck-Radosavljevic, 

2007). Si se trata de una hepatopatía alcohólica, la trombocitopenia puede ser de causa 

central por déficit de ácido fólico o por acción tóxica del alcohol sobre los megacariocitos 

medulares (López y cols., 2008). 

 

 

4.4.2.2 Alteraciones intrínsecas de las plaquetas 

 

     Antes la cirrosis era considerada como un estado hipoagregable, ya que las 

pruebas de laboratorio que evalúan la agregación no contemplan todos los factores que 

intervienen in vivo. Pero lo que ocurre, es que en el ajuste de la insuficiencia hepática, 

tanto los factores pro como anti-agregantes pueden alterarse en diferente grado, dando 

lugar a distintas alteraciones funcionales, según el tipo de patología hepática. 

 

    En la figura 15, resumimos la respuesta de una plaqueta normal a los agonistas. 

La estimulación por colágeno, trombina, ADP y TXA/B2, lleva a la activación de la PLC. 

Esto resulta en la formación de DAG e IP3. DAG lleva a la activación de la PLA2 y a la 

producción y aumento de TXA/B2. Esto refuerza la actividad de la PLC y estimula 

plaquetas adicionales. El IP3 produce la liberación de Ca2+ del STD (a través de la bomba 

SERCA). El aumento de Ca2+ citosólico (también añadido por el ADP, P2X-receptor y el 

intercambiador H+/Ca2+-Na+) modera la activación de las plaquetas: el cambio de forma 

(por la actina); la liberación de moléculas pro-agregantes de los almacenes (ATP y 5HT 

de los cuerpos densos y BTG, PF4 y P-selectina de los gránulos alfa) reclutan otras 

plaquetas y el cambio conformacional del receptor de  la GPIIb/IIIa (junto con la 

fosforilación por PKC) permitiendo la interacción con la fibrina reforzando el coágulo 

hemostático. Estos mecanismos están bajo un estrecho control homeostático de las vías 

inhibitorias: el AMPc (está producido por la AC: estimulado por la Adenosina, PGI2 y 

PGE2 e inhibida por ADP vía P2Y2-receptor) y el GMPc (producido por la GC NO-

estimulado) (Witters y cols., 2008). 

 

    En la cirrosis hepática se han descrito diferentes alteraciones funcionales de las 

plaquetas in vitro. Se ha visto un decremento de la actividad de la PLC y PLA2 llevando a 

una disminución de la producción de TXA/B2 y disminución del incremento de IP3 

mediado por el Ca2+ citosólico. Hay también menos transporte de Ca2+ por el H+/Ca2+-

Na+-antiporter, debido a la disminución de acidificación intraplaquetaria. Hay un 

deterioro en la liberación de los cuerpos densos y gránulos alfa, ya que es menos efectivo 

debido a que el pool de almacenaje es defectuosos: menos niveles de ATP y 5HT; BTG, 

PF4 y P-selectina en los gránulos respectivamente. Las vías inhibitorias están también 

sobre-reguladas. Esto resulta en más inhibición mediada por AMPc y GMPc (Witters y 

cols., 2008). Este defecto en la señalización transmembrana (y secundario a una 

disminución de los mensajeros intracelulares), se piensan que es el factor más importante 

en la hipofunción plaquetaria (Laffi y cols., 1995; Witters y cols., 2008) (Fig. 15 A). 
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    Además de estos factores intrínsecos defectuosos, hay también factores 

plasmáticos que pueden disminuir la activación plaquetaria como son los productos de 

degradación del fibrinógeno (FDP) y la ApoE o las sales biliares. Estudios de agregación 

in vitro muestran el efecto inhibitorio de las sales biliares y aumento de serotonina 

inducida por ADP o colágeno. De las sales biliares, únicamente el ácido 

quenodesoxicólico es capaz de inducir la agregación (Baele y cols., 1988; Witters y cols., 2008).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  Estudios sobre alteraciones funcionales producidas en la cirrosis hepática de 

origen alcohólico, son difíciles de interpretar porque interviene el efecto tóxico del etanol 

sobre las plaquetas. El etanol tiene efectos directos sobre los lípidos plaquetarios, el sistema 

de segundos mensajeros (mediado por AMPc, IP3 y DAG) y el sistema PLA2, lo que 

produce una alteración de la agregabilidad, pudiendo tener un efecto inhibitorio (Torres y 

cosl., 1995; Witters y cols., 2008). Pero no todos los estudios están de acuerdo, ya que se ha visto 

que la producción de TXB2 esta elevada en estos pacientes, lo que indicaría una 

 

Figura 15: Mecanismos que regulan la concentración plasmática de Ca2+ en las plaquetas. (lado rojo derecho, 

vías inhibitorias) serotonina (5HT); adenilato ciclasa (AC); Apolipoproteina E (ApoE); adenosina-trifosfato (ATP); b-

thromboglobulin (BTG); Ca2+ (Ca); adenosina monofosfato cíclico (AMPc); guanosina monofosfato cíclico (GMPc); 

diacilglicerol (DAG); productos de degradación del fibrinógeno; GPIIb ⁄ IIIa; guanosina trifosfato (GTP); hidrógeno 

(H+); inositol-trifosfato (IP3); sodio (Na+); óxido nítrico (NO); receptores del ADP: P2Y1, P2X1, P2TY2; fosfatidilcolina 

(PC); factor plaquetario 4 (PF4); prostaglandina E2 (PGE2); prostaciclina I2 (PGI2); fosfatidil inositol-bifosfato (PIP2); 

proteína kinasa C (PKC); fosfolipasa A2 (PLA2); fosfolipasa C (PLC); retículo sarco-endoplasmático Ca2+-ATPasa 

(SERCA); tromboxano A2 (TXA2); tromboxano B2 (TXB2), guanilato ciclasa (GC) (Witters y cols., 2008). 
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hiperagregabilidad in vivo, posiblemente contribuyendo a la trombocitopenia que se 

desarrolla a largo plazo en estos pacientes (Witters y cols., 2008). 

 
Por otro lado, un incremento en la generación de trombina en la circulación, 

podría aumentar la agregación en la cirrosis. El aumento de la trombina, debido a un fallo 

del circuito de retro-alimentación de trombina/trombomodulina negativa, a través de la 

proteína C-activa y además el aumento del factor VIII, podría amplificar la señalización 

de la PAR-1 (receptor del ADP), haciendo que no solo haya una respuesta sostenida de la 

activación plaquetaria, sino también un papel en la génesis de la fibrosis hepática, ya que 

estudios demuestran que la fibrosis es mejorada por la administración de un antagonista 

de PAR-1 en ratones Knockout para PAR-1 y FT (Tripodi y cols., 2011). 

 

Los pacientes con cirrosis biliar primaria tienen menos complicaciones 

hemorrágicas que los pacientes (en el mismo estadio) con cirrosis de origen alcohólico o 

viral. La causa no está clara, pero no se ha podido explicar por diferencias en los factores 

de coagulación o en el número de plaquetas. Se piensa que la función plaquetaria en la 

cirrosis colestática es más efectiva que en otros desórdenes hepáticos, aunque se 

desconoce el mecanismo molecular responsable (Pihusch y cols., 2002).  

 

     Respecto a este punto, los datos existentes en la literatura indican que hay un 

defecto en la movilización de Ca2+ en respuesta a agonistas como la trombina en pacientes 

con cirrosis de origen alcohólico o viral  (Rodríguez-Pérez y cols., 1993; Laffi y cols., 1993; Bandi y 

cols., 1997). En el caso de pacientes con cirrosis de origen colestásico, no hay artículos 

publicados al respecto. En nuestro laboratorio se ha trabajado con un modelo experimental 

de cirrosis biliar, el de la ligadura del conducto biliar (LCB). Los resultados obtenidos, 

confirman la existencia de alteraciones de la función plaquetaria (Atucha y cols., 2005; Atucha y 

cols., 2007), que están en concordancia con las disfunciones descritas en la cirrosis biliar 

humana. Atucha y cols., analizan la señalización de Ca2+ de ratas con LCB en la fase previa 

al desarrollo de ascitis. En estas condiciones, el aumento de Ca2+ citoplasmático en 

respuesta a trombina, probablemente el principal agonista plaquetario, tanto en ausencia 

como en presencia de Ca2+ externo, es mayor en los animales LCB sin ascitis. Esto indicaría 

que estas plaquetas dispondrían de una mayor cantidad de Ca2+ disponible en el momento 

de su activación. 

 

        Respecto a los mecanismos responsables de esta mayor respuesta a trombina del 

Ca2+ intracelular de las plaquetas de ratas con LCB y sin ascitis, los resultados de Atucha y 

colaboradores (2007) indican que está relacionada con un mayor almacenamiento de Ca2+ 

en los almacenes intracelulares (Fig. 16A), debido a una mayor actividad de la SERCA (Fig. 

16B), que es la encargada de re-captar el Ca2+ intracelular tras los estímulos. Curiosamente, 

a este mecanismo de aumento del almacenamiento en las plaquetas de los animales con 

cirrosis biliar, puede contribuir también una menor actividad del intercambiador Na+/Ca2+ 
(Atucha y cols., 2007). 
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    Además de la excesiva liberación de Ca2+ intracelular, iniciada por la formación y 

acción de mediadores intracelulares como IP3, estos datos han puesto en evidencia otra 

alteración de importancia en las plaquetas de los animales con LCB que ya se había descrito 

previamente en el lecho arterial mesentérico del mismo tipo de animales (Atucha y cols., 2005). 

Se trata de una menor entrada capacitativa de Ca2+ en respuesta a la inhibición de la 

SERCA. Esta entrada capacitativa, llevada a cabo por canales activados por el vaciamiento 

de los almacenes, es de gran importancia en plaquetas donde parece ser prácticamente el 

único que permite la entrada de Ca2+ desde el medio extracelular (Rosado y Sage, 2002), y sirve 

como mecanismo reponedor del Ca2+ liberado por el agonista. Esta menor entrada 

capacitativa puede ser secundaria al mayor llenado de los almacenes intracelulares. 

 

    También hay evidencias de un incremento en la expresión de CD42b (un 

antígeno del GP Ib/V/IX el cual se une al vWF), esto sugiere que las plaquetas son pre-

activadas en pacientes CBP. Esto es consistente con los altos niveles del complejo 

trombina–antitrombina y el incremento de los niveles de homocisteína y FT como señal 

de la activación endotelial (Biagini y cols., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.3  INSUFICIENCIA RENAL 

  

   Habitualmente está presente en las hepatopatías avanzadas, desequilibra la 

hemostasia hacia una tendencia hemorrágica, debido a una disfunción plaquetaria adquirida, 

una anormal interacción endotelio-plaqueta y la anemia (López y col., 2008).  

 

 

 

 

 

Figura 16. (A) El Ca2+ total liberable es mayor en las plaquetas de las ratas LCB que en la controles; (B) la 
actividad enzimática de la SERCA es mayor en microsomas de plaquetas de ratas LCB que en controles 
(Atucha y cols., 2005). 

 

 

B A 

A B 



 
 
                                                                                                                        

                                                                           

                                                                                                              

                                                                                  56 
 

4.4.4  INFECCIONES 

 

  Las endotoxinas bacterianas pueden activar la cascada de coagulación y estar 

involucradas en el CID. Sin embargo, estudios recientes sugieren que las endotoxinas 

también pueden inhibir la coagulación, estimulando la generación de una sustancia 

endógena, la heparina, en la cirrosis. Las endotoxinas y la sepsis estimulan la liberación de 

heparinoides por las células endoteliales y los mastocitos. Además puede producir 

trombopenia y disfunción plaquetaria mediada por un aumento de NO (Thalheimer y cols., 

2005). 

 

4.4.5 CITOQUINAS Y CIRROSIS 

 

 La cirrosis hepática representa el estadio final de un proceso de inflamación crónica, 

activación inmunitaria crónica y fibrogénica en el hígado. Esta activación obedece tanto al 

proceso inmunológico e inflamatorio local hepático como a las consecuencias sistémicas de 

la cirrosis hepática. No es impensable, por lo tanto, que valores séricos elevados de 

diversas citoquinas: las interleucinas 1, 2 y 6, el interferón gamma, el factor de necrosis 

tumoral (TNF), se encuentren elevados en la cirrosis hepática y se incrementen con el 

empeoramiento de la función hepática (Genesca y col., 2004). 

  

  Las citoquinas son moléculas polipeptídicas o glicoproteicas segregadas por células 

específicas, que median la inter-relación entre las células, se les ha identificado como un 

mecanismo esencial de comunicación, tanto en condiciones normales como de defensa 

ante diversos agentes (Luna, 1995; Campas y col., 1992). Las citoquinas usualmente actúan en el 

organismo, a través de receptores específicos por los que presentan alta afinidad. Pueden 

interactuar de una manera positiva o negativa a distintos niveles, tanto por inter-regulación 

entre ellas como por respuesta de las células sobre las que actúan (Andus y cols., 1991).  

Las citoquinas son producidas, fundamentalmente, por los monocitos y los 

macrófagos activados, aunque también pueden ser producidas por los leucocitos 

polinucleares, células endoteliales, epiteliales y células del tejido conjuntivo. Según la célula 

que la produzca se denominan linfocinas (linfocitos), monocinas (monocitos), interleucinas 

(IL) o interleuquinas (células hematopoyéticas) (Escolano, 2008). Su detección en el plasma en 

cantidades significativas suele suponer un aumento patológico de su generación en el 

ámbito tisular, ello suele corresponder a estímulos mantenidos en el tiempo, capaces de 

producir alteraciones en diversos órganos y sistemas, como miocardio, pulmón, hígado, 

sistema nervioso central o sistema de la coagulación (Hall y cols., 1997; Ruiz, 2010). Por lo tanto 

desempeñan un papel fundamental como intermediarios en el control y la regulación de 

los estados pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. Es por ello, que se pueden agrupar en 

4 grupos funcionales según el lugar o fase específica de la respuesta inmune en la que 

actúen:  

 



                                       

                                                                             Introducción 

 

                                                                    57 
 

 Citoquinas pro-inflamatorias: actúan en la respuesta inmune innata, específica o 

inflamación. Son: IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α, IL-12, IL-16, interferon (INF). 

 Citoquinas que favorecen el desarrollo de inmunidad celular y/o citotóxica: INF-γ, IL-2. 

 Citoquinas que favorecen la producción de las diversas clases de inmunoglobulinas o inmunidad 

humoral: IL-4, IL-5, IL-6, IL-13. 

 Citoquinas con funciones extrainmunológicas y/o homeostáticas como hematopoyesis, 

remodelación ósea, desarrollo embrionario: IL-3, IL-2, IL-5, IL-1, IL-6 (Escolano, 2008). 

Los pacientes con hepatopatías inflamatorias activas (en especial de etiología etílica, 

presentan manifestaciones de respuesta de fase aguda, con tasas elevadas de  

interleuquina-6 (IL-6) en sangre y sobreproducción del factor de necrosis tumoral-

alfa (TNF-α) (Moller y col., 1992; Tilg y cols., 1992).  

 
INTERLEUQUINA-6 (IL-6) 

La IL-6 es una proteína segregada por fibroblastos, monocitos, linfocitos, líneas 

celulares tumorales y células endoteliales, (García Allut, 2000), pero también se ha encontrado 

que esta expresa intensamente en el hígado, tanto en las células inflamatorias que infiltran 

los espacios portales como en las células endoteliales de los sinusoides próximos a los 

hepatocitos dañados, en las células de Ito e incluso en los mismos hepatocitos (Lanser y col., 

1989; Annani y cols., 1992; Greenwel y cols., 1993).  Pero también sabemos que es el hígado el  

lugar principal de depuración de la mayoría de las citoquinas, y entre ellas está la IL-6 

(Quesenberry, 1992).  

Entre sus múltiples funciones, se ha encontrado que actúa en la hematopoyesis, en 

la respuesta inmune, donde participa en la regulación de los linfocitos (T y B) (Kishimata, 

1989; Calmus y cols., 1992) y en la respuesta de fase aguda, donde es la principal inductora de la 

misma (Heinrich y cols., 1990). Además, participa en la respuesta inflamatoria, en la infección 

(localizada en cavidad peritoneal o sistémica) (Calandra y cols., 1991), en el metabolismo óseo y 

en el crecimiento de algunas líneas de linfomas (Greenwel y cols., 1993; Lanser y col., 1989; 

Muraguchi y cols., 1981; Houglum y cols., 1994). 

Es considerada una proteína pro-inflamatoria importante, ya que es secretada en 

grandes cantidades tras el TNF y la IL-1, después de la inducción con lipopolisacáridos 

(LPS) o durante infecciones agudas (Elias y cols., 1991; García Allut, 2000). Se ha encontrado que 

la IL-6 estimula directamente la formación de colonias de granulocitos-macrófagos y de 

megacariocitos, por lo tanto es un estimulador para la producción de plaquetas (Quesenberry, 

1992). Hay evidencias que la IL-6 juega un papel importante en el desarrollo de la 

trombocitosis reactiva, causada por la inflamación, y un efecto estimulante sobre la 

magacariocitopoyesis (Kimura y cols., 1990; Fernandez-Real y cols., 2001). Además se demostró que 
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la IL-6 aumenta la agregación inducida por agonistas y la secreción de tromboxano B2 

(TXB2) en un mecanismo que envuelve al ácido araquidónico (Oleksowicz y cols., 1994) 

 

FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA (TNF-α) 

El TNF-α es una citoquina proinflamatoria, mediadora de distintos procesos 

beneficiosos (defensa del hospedador, respuesta inmune y homeostasis de los tejidos) y 

también de procesos negativos (patogénesis de infecciones, daño tisular, inflamación y 

otros) (Camussi y cols., 1991). 

El TNF-α es producido principalmente por monocitos, macrófagos, neutrófilos y 

células endoteliales (García Allut, 2000). Es capaz de inducir la expresión de genes de otras 

citoquinas como IL-1, IL-6, IL-8, PAF y el de sí mismo (Ryden y col., 2007; Lin y cols., 2008). 

Disminuye la transcripción genética del colágeno a1, en fibroblastos humanos, en linfocitos 

y en otras líneas celulares (Solís-Herruzo y cols., 1988; Mauviel y cols., 1991; Armendariz-Borunda y 

cols., 1992).  Es un potente quimiotáctico con propiedades estimulantes del metabolismo 

oxidativo. Induce la expresión de la molécula de adhesión intercelular-1 (ICAM-1) y de la 

molécula de adhesión celular vascular (VCAM-1) (Frangogiannis y cols., 2002; Ruiz, 2010) y la 

secreción de O2¯, H2O2 y otros metabolitos tóxicos (Yoshimura y cols., 1990; Ruiz, 2010).  

Además disminuye la secreción de NO por el endotelio (Ruiz, 2010) y es capaz de 

producir trombosis intravascular, principalmente debido a una pérdida de las propiedades 

anticoagulantes normales del endotelio. El TNF-α estimula en las células endoteliales la 

expresión del FT (estimula la coagulación), e inhibe la expresión de la trombomodulina 

(inhibidor de la coagulación). Estas alteraciones endoteliales aumentan por la activación de 

los neutrófilos, la cual da lugar al taponamiento vascular  por estas células (Aledo, 2009). 

 

4.4.6  ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

 
  La vasodilatación arterial, sobre todo en la circulación esplácnica, es un importante 

factor patogénico para la circulación hiperdinámica en la cirrosis. También hay deficiencias 

en la contractilidad vascular con hipo-reactividad a vasoconstrictores debido a la 

superproducción de NO (su principal fuente está en la NO sintasa endotelial: eNOS), 

además de otros mecanismos (Atucha y cols., 1994; Glillet y cols., 1995). Esta sobreproducción 

puede alterar las funciones de las biomoléculas, especialmente de las proteínas 

probablemente como resultado de la nitración; demostrándose que en las plaquetas de 

pacientes con cirrosis, las proteínas citosólicas y citoesqueléticas estaban considerablemente 

nitradas. Por lo tanto los niveles de nitrito parecen tener una correlación positiva con el 

nivel de nitroproteínas en diferentes grados de cirrosis, así que los niveles de nitroproteínas 

en el plasma, plaquetas y tejido hepático puede ser correlacionado con la severidad de la 

cirrosis hepática (Jeyachristy y cols., 2009). 
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La translocación bacteriana (o paso de las bacterias y/o sus endotoxinas a través de la 

pared intestinal hacia tejidos u órganos) junto con la circulación porto-sistémica (nuevas 

conexiones entre vasos) y la depuración hepática reducida, lleva a las bacterias, endotoxinas 

y citoquinas a la circulación sistémica, por lo tanto aumenta la producción de NO en 

animales cirróticos y humanos. Esto último se produce a través de un efecto estimulante de 

la endotoxina, y la endotoxina inducida por la secreción de citoquinas como el TNF-α a 

través de GTP-ciclohidrolasa I, el cual aumenta la síntesis de la tetrahidrobiopterina (un 

cofactor esencial en la síntesis del NO). Este aumento de NO agrava aún más la 

vasodilatación arterial en la cirrosis (Thalheimer y cols., 2006).  Moreau y cols., observaron que 

las concentraciones de la proteína de unión de lipopolisacarido (LPS), un marcador 

indirecto de la endotoxemia, se incrementan en un 40 % en cirróticos ascíticos, pero no en 

cirróticos no ascíticos (Barton, 1997) y que el aumento de las concentraciones de nitratos es 

debido a la endotoxemia y a la translocación bacteriana, por lo que puede estar relacionado 

con el empeoramiento de la hipertensión portal y/o la función hepática. Pero también 

aumenta en pacientes cirróticos ascíticos con insuficiencia renal y son asociadas con una 

alta actividad de renina, aldosterona y hormona antidiurética (Manna y cols., 1998). 

Curiosamente, la descontaminación intestinal, puede normalizar los niveles de LPS, reducir 

los niveles de renina y nitratos y aumentar la resistencia vascular sistémica en pacientes con 

cirrosis, pero no en normales con LPS (Barton, 1997).   

 
4.4.7  HOMOCISTEÍNA (Hcy)   

 
      En 1969, McCully descubrió alteraciones anatomopatológicas vasculares en sujetos 

con altas concentraciones de Hcy y junto con Wilson propusieron su relación con eventos 

ateroescleróticos como la disfunción endotelial, estenosis arterial progresiva y trastornos 

hemostáticos.  

  La Hcy es un aminoácido azufrado intermediario en el metabolismo de la 

metionina, aminoácido esencial que, aparte de ser precursor y componente de péptidos y 

proteínas, desempeña una importante función metabólica al participar en un sistema de 

transferencia de grupos metilos (García-Tevijano y cols., 2001). La metionina, tras ser activada, 

cede su grupo metilo en una reacción catalizada por una metil-transferasa (MT), y da 

lugar a la S-adenosil-homocisteína, y por hidrólisis libera adenosina, y se obtiene Hcy 

libre (Fig. 17) (Menéndez Cabezas y cols., 1999; Hohammad y cols., 2005). 
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La Hcy plasmática se encuentra mayoritariamente unida a proteínas (~75-80 %) 

plasmáticas y, en menor grado formando dímeros con ella misma y con la cisteína (10 % 

aprox. en cada dímero), o bien libre en forma reducida (1-2 %).Todo ello forma la 

llamada Hcy “total” (Menéndez Cabezas y cols., 1999). Su forma libre y unida de la Hcy varía 

entre especies, por ejemplo, en contraste a los humanos, aproximadamente de 65-75 % de 

Hcy en ratas está en su forma libre (Friedman y col., 2002).   

La Hcy es metabolizada en el hígado, fundamentalmente a través de 2 posibles 

vías: la remetilación y la transulfuración: 

 

4.4.7.1 Vía de remetilación 

  Permite que la Hcy sea reciclada a metionina, utilizando folatos intracelulares y 

enzimas. La Hcy se metila mediante la acción de: a) metionina sintasa o 5-

metiltetrahidrofolato-homocisteína-S-metiltransferasa (MS), que cataliza la remetilación en 

la mayoría de los tejidos. Esta enzima utiliza la vitamina B12 como cofactor y al 5-

metiltetrahidrofolato como donante de grupos metilo. A su vez, el metiltetrahidrofolato se 

forma mediante la acción de la enzima 5,10- metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) 

dependiente de la vitamina B2 y b) betaína-homocisteína-metiltransferasa (BHMT) 

que utiliza la betaína como donante de grupos metilo, pero probablemente esta acción está 

limitada al hígado, riñón y glándulas suprarrenales (Fig. 18) (Aller y cols., 2004). En humanos, 

aproximadamente el 50 % de la homocisteína es convertida en metionina mediante esta vía, 

hecho importante en situaciones de baja ingesta proteica (Llorca Escuín, 1998; De Bree y cols., 

2002). 

    La concentración intracelular de Hcy es, en condiciones fisiológicas, muy reducida 

(1-5 nmol/g). Cuando se aumenta la síntesis de Hcy o se inhibe su catabolismo, aumenta la 

Figura 17: Formación de la Homocisteína a 
partir de metionina (Menéndez Cabezas y 
cols., 1999). 
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salida al espacio extracelular. La tasa a la que se exporta al espacio extracelular refleja el 

balance entre la síntesis y la utilización eficiente de metionina a través de la remetilación 

(Llorca Escuín, 1998). 

            Por esta razón, la concentración extracelular de Hcy, y en particular la del plasma, 

es un  indicador de la actividad de las enzimas y de la disponibilidad de cofactores y 

sustratos involucrados en su metabolismo. La semivida de la Hcy en la sangre oscila entre 

12 y 24 horas.  

4.4.7.2 Vía de transulfuración  

 

  Representa la alternativa en el caso de que la metionina esté en relativo exceso en 

el organismo y no se requiera su recuperación, o cuando se necesite la síntesis del 

aminoácido cisteína. Implica la acción de la cistationina--sintasa (CβS), dependiente 

de la vitamina B6. Esta enzima se encarga de condesar la Hcy con serina para formar la 

cistationina, que posteriormente por la acción de la la cistationina-γ-liasa (γ-CT), se 

escinde en cisteína y α-acetobutirato. La cisteína así generada puede utilizarse en la 

síntesis de proteínas o como precursor del antioxidante glutatión. Este proceso de 

transulfuración es irreversible y dirige la Hcy al catabolismo hacia su producto final, los 

sulfatos (Fig. 18) (Aller y cols., 2004). 

 

 
Figura 18: Metabolismo de la Homocisteína. Metionina Sintasa (MS), 5-10 metilenotetrahidrofolato 

reductasa (MTHFR), Cistationina -sintasa (CβS), Betaína-homocisteína-metiltransferasa (BHMT), 

tetrahidrofolato (THF), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteína (SAH), cistationina- liasa 

(-CT) (Llorca Escuín, 1998). 
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4.4.8 HIPERHOMOCISTEINEMIA (HHcy) EN LA CIRROSIS 

HEPÁTICA 

  En general se acepta que los determinantes de la alta concentración de Hcy 

plasmática son complejos e incluyen factores muy diversos de carácter demográfico, 

genético (homocistinuria), adquiridos y que tiene que ver con el estilo de vida.  

  Las concentraciones de Hcy "total" en ayunas, según diferentes autores de 

distintos países, oscilan entre 5 y 16 mol/L (Menéndez y col., 1999; De Bree y cols., 2002; 

Mohammad y cols., 2005). Se han clasificado la HHcy como leve con concentraciones de 12 a 

30 mol/L, intermedia 31 a 100 y grave por encima de 100 mol/L (Friedman y col., 2002). 

 

  Si bien la HHcy severa (100 mol/L) es infrecuente, la forma leve ocurre 

aproximadamente en el 5-7 % de la población. En pacientes con elevaciones moderadas de 

Hcy, la ateroesclerosis comienza a manifestarse a la tercera o a la cuarta década de la vida 

con la presencia de la enfermedad coronaria prematura y episodios de trombosis venosa o 

arterial recurrente. En aquellos con enfermedad vascular ateroesclerótica sintomática la 

prevalencia de HHcy oscila del 13 % al 47 % (Hawkinson, 2002).  

  Varios estudios han demostrado que existe un aumento de Hcy en el plasma de 

pacientes con cirrosis de cualquier etiología, así como en el hígado no cirrótico enfermo. 

Por ello la HHcy se asoció con el curso de la enfermedad del hígado y del daño al riñón, 

siendo más pronunciado en los estados avanzados de la cirrosis, puesto que el hígado va 

perdiendo su integridad como órgano provocando un desbalance de macro y 

micronutrientes (Bosy y cols., 2003; García-Tevijano y cols., 2004; Hohammad y cols., 2005). Por lo 

tanto, en los pacientes cirróticos, la HHcy es debida, en la mayoría de los casos, a una mala 

absorción de vitaminas B, que son requeridas por el metabolismo de la Hcy. Pero también 

los fármacos pueden interferir con el metabolismo de estas vitaminas y producir HHcy 

(Selhud y cols., 1993). Es por ello, que al paciente cirrótico se le proporciona normalmente una 

dieta rica en vitaminas del grupo B (ácido fólico, B6, y B12), y proteínas preferiblemente de 

origen vegetal por ser pobres en aminoácidos aromáticos, amoniaco y mercaptanos 

(Fernández, 2003). 

  La HHcy comienza a aparecer cuando la velocidad de filtración glomerular 

desciende por debajo de 70 mL/min, la mayoría de los pacientes con alteraciones en la 

función renal presentan niveles plasmáticos aumentados de Hcy total (tHcy). También se 

ha observado una correlación negativa entre la tHcy y la velocidad de filtración glomerular. 

Así el síndrome nefrítico parece estar asociado con una reducción de los niveles 

plasmáticos de Hcy. El mecanismo implicado aún no se conoce pero parece estar causado 

por el incremento de la pérdida de proteínas plasmáticas en orina, entre ellas, las 

proteínas de unión a la Hcy 
(Chazot y cols., 2004). Del mismo modo existe una correlación 

negativa entre los niveles plasmáticos de tHcy y la valoración subjetiva del estado 

nutricional global (teniendo en cuenta que una puntuación elevada indica malnutrición), 

lo que sugiere que la malnutrición influye en los niveles plasmáticos de tHcy 
(Sanchéz y 

cols., 2007): la ingesta de proteína (metionina) es determinante en la concentración 
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plasmática de tHcy. De este modo, el estado nutricional y albúmina sérica afectan de 

manera independiente sobre los niveles de tHcy. 

 

4.4.8.1 Patogenia de la HHcy 

 
El mecanismo patológico por el cual la HHcy promueve las alteraciones 

aterotrombóticas vasculares, no es completamente conocido. El daño endotelial que 

puede llevar a la alteración en la producción de NO dañando la actividad plaquetaria ha 

sido demostrada por varios estudios (Bosy y cols., 2003; Lentz, 2005).  

a. Disfunción endotelial 

   Definida como un impedimento en la relajación endotelio-dependiente de vasos 

sanguíneos, es un efecto característico de muchos factores de riesgo cardiovascular, 

incluyendo la hipertensión, hipercolesterolemia y diabetes. También ocurre una vaso-

relajación anormal, en humanos, cuando se induce una HHcy aguda mediante la 

administración de una carga de metionina oral. El grado de  daño en la función endotelial 

durante la HHcy es similar a la observada con otros factores de riesgo como la 

hipertensión e  hipercolesterolemia (Weiss y cols., 2002a). 

  También se ha examinado la disfunción endotelial en las arteriolas cerebrales (~30 

µm de diámetro basal) de ratones con homocigocidad y heterocigocidad para el gen de la 

CBS (Cbs +/+ y Cbs +/-) con una dieta alta en metionina, la dilatación en respuesta a la 

acetilcolina fue significativamente dañada con esta dieta, comparadas con las controles  de  

ratones tanto Cbs +/+ como Cbs +/- (Weiss y cols., 2002b). La concentración plasmática de 

Hcy total asociado con la disfunción endotelial en las arteriolas del cerebro (10-15 M) fue 

considerada más baja que la necesaria para producir disfunción endotelial en la aorta (20-30 

M) lo cual sugiere que pequeñas arteriolas cerebrales son más sensibles a los efectos 

cardiovasculares de una suave HHcy que en los grandes vasos como la aorta (De Bree y cols., 

2002; Gerdes y cols., 2004). También se ha observado que ratones deficientes en CBS, exhiben 

una gran disfunción endotelial de arteriolas cerebrales y mesentéricas, hecho también 

observado en ratones heterocigotos MTHFR-deficientes (Dayal y cols., 2005). 

Estos estudios muestran aparentemente que el desarrollo de la disfunción 

endotelial y la HHcy en ratones esta correlacionada también con el grado de elevación en el 

plasma de Hcy total, a pesar de la combinación especifica de factores genéticos o dieta 

usados para producir HHcy, sugieren que es la Hcy en si misma o su relación con otros 

metabolitos, responsable de la disfunción endotelial (De Bree y cols., 2002; Gerdes y cols., 2004; 

Lentz, 2005). 

 

 Óxido Nítrico (NO): La Hcy reacciona con el NO en presencia de 

oxígeno, formando el S-nitroso-homocisteína el cual tiene algunas propiedades del 

NO, ya que es vasodilatador (Fig. 19), representando un mecanismo de defensa 

contra los efectos de la Hcy. Pero cuando las células endoteliales son expuestas 
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mucho tiempo a la Hcy, puede producir una disminución de la disponibilidad de 

NO por dos vías: por alteración de su síntesis, directamente o mediado por 

especies reactivas de oxígeno o por productos de la peroxidación lipídica, y por 

agotamiento del gas ya formado al aumentar la posibilidad de formar S-nitroso-

homocisteína, con lo cual se crea una especie de círculo vicioso que agrava aún 

más el daño oxidativo (generando potentes especies reactivas) y bloquea el efecto 

vasodilatador de este mensajero químico (Cabezas, 1999; Thombyjeh y col., 2000; Riba y 

col., 2004; Mohammad y cols., 2005). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

También se ha encontrado que la dilatación de arteriolas cerebrales con 

acetilcolina en ratas Cbs+/+ o Cbs+/- alimentadas con una dieta rica en metionina 

se restaura hacia valores normales por la neutralización del superóxido, lo cual 

sugiere que el superóxido es el mayor mediador de la disfunción endotelial  en 

ratones HHcy (Thombyjeh y col., 2000). 

Sin embargo, en las células musculares lisas la Hcy tiene otro efecto. Welch y 

colaboradores encontraron que la homocisteína promueve directamente o mediada 

por ROS el aumento de la producción de NO en estas células por inducción de la 

óxido nítrico sintasa 2 (NOS 2), mediada por el factor nuclear de transcripción 

(NFкB) lo cual indica la acción mitogénica que tiene la Hcy, ya que este factor 

promueve la proliferación de las células musculares lisas en cultivo (Bellas y 

Sonenshein, 1995; Cabezas, 1999). 

 Estrés oxidativo: Una de las primeras hipótesis por la cual la HHcy 

produce estrés oxidativo es por la auto-oxidación de su grupo tiol altamente 

reactivo y, a su vez, forma especies reactivas de oxígeno. Pero esto no explica 

cómo la cisteína (que se encuentra en cantidades superiores a la Hcy) que también 

se puede auto-oxidar no causa daño endotelial (Nuño-Ayala y cols., 2010). Pero la 

HHcy puede generar estrés oxidativo por otros mecanismos, como producir el 

descenso de la expresión de la glutatión peroxidasa (GPx), enzima que cataliza la 

Figura 19: Reacción de la Hcy con el NO 
(Cabezas y cols., 1999). 

. 
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reducción de radicales, lo que impediría la inactivación del ion superóxido, de 

forma que este ion podría reaccionar con el NO y formar peroxinitrito. La 

consecuencia, sería la menor disponibilidad del NO para la vasodilatación 

(Loscalzo, 1996; Thombyjeh y col., 2000). A esto se le agrega que la HHcy aumenta los 

niveles de la dimetil arginina asimétrica (ADMA), un inhibidor endógeno de la 

óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS). El ADMA compite con la L-arginina que 

es el sustrato de la eNOS y la consecuencia es una menor producción de NO 

(Lentz y cols., 2003). Por otro lado la Hcy puede incrementar el estrés oxidativo 

inhibiendo la expresión de la enzima superóxido dismutasa (SOD), produciendo 

de esta manera un aumento del anión superóxido y de los peroxinitritos. Estos 

radicales contribuyen a la generación de peróxidos lipídicos y a la modificación de 

proteínas mediante la nitración del aminoácido tirosina (Young y cols., 1997).  

 

 Inflamación: Se ha puesto en manifiesto que la HHcy induce la 

producción de diversas moléculas pro-inflamatorias. Se ha demostrado que el 

tratamiento de células del endotelio vascular, células del músculo liso y monocitos 

con Hcy induce la expresión de IL-8, VCAM-1, E-Selectina y la proteína 

quimiotáctica de monocitos (MCP-1), aumenta la unión de los monocitos al 

endotelio y su reclutamiento hacia el espacio sub-endotelial, un paso crítico en el 

desarrollo de la lesión ateroesclerótica (Wang y cols., 2002). Además, la inducción de 

IL-8 y MCP-1 se produce  a través de la activación de NFкB, un factor de 

transcripcción que estimula la producción de citoquinas, moléculas de adhesión y 

factores de crecimiento, que a su vez contribuyen a la lesión vascular. Por último la 

Hcy incrementa la expresión de TNF-α que conlleva a la estimulación de otros 

genes inflamatorios e inhibición de la vasoconstricción con la consiguiente 

alteración de la función endotelial (Ungavari y cols., 2003; Nuño-Ayala y cols., 2010). 

 

b.          Alteración en la coagulación 

 

    Como se ha comentado previamente, a pesar de que hay evidencias de la relación 

que existe entre la Hcy y la enfermedad cardiovascular, el mecanismo por el cual la Hcy 

produce disfunción endotelial y ateroesclerosis no ha sido bien definido. Evidencias 

experimentales indican que la injuria endotelial es el cambio patológico más importante en 

el desarrollo de la enfermedad aterotrombótica vascular, involucrando la estimulación de 

las plaquetas (Leoncini y cols., 2003). 

     Experimentos realizados en ratones con HHcy, muestran un aumento de 

sensibilidad a experimentar trombosis, de manera que la oclusión trombótica de la arteria 

carótida ocurre un 50% más rápidamente en ratones heterocigotos hiper-

homocisteinémicos que en ratones normales. Varios estudios han demostrado que la HHcy 

estimula los mecanismos de agregación plaquetaria, entre ellos destaca un aumento en la 

síntesis de tromboxano A2 (Minno y cols., 1993), activación de los factores V y XII (Rodgers y 

Kane, 1986; Rodgers y Connon,1990), aumento de la actividad del factor tisular (FT) que 

promueve la coagulación en ausencia de trombina (Fryer y cols., 1993) y un aumento en la 
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secreción del factor von Willebrand (García y cols., 2001; Denis y cols., 2003; Nuño-Ayala y cols., 

2010). Por otra parte, la Hcy inhibe también importantes vías fisiológicas anticoagulantes, 

como son la activación de la proteína C y la expresión de la trombomodulina en la 

superficie endotelial (Rodgers y Conn, 1990). Además se han encontrado alteraciones en la 

unión con la antitrombina III y la reducción de la unión del activador tisular del 

plasminógeno (t-PA) (Hajjar, 1993, Nuño-Ayala y cols., 2010).   

En babuinos con HHcy, la formación de una lesión, pero no el daño endotelial, fue 

reducido con una terapia anti-plaquetaria, sugiriendo que la Hcy inducida, estimula el daño 

endotelial, incrementando el aumento de factores mitogénicos derivados de plaquetas los 

cuales resultan en la proliferación del músculo liso (Thombyjeh y col., 2000).  

Riba en el 2004 encontró por primera vez en pacientes HHcy que la sensibilidad al 

NO exógeno en las plaquetas está significativamente disminuido comparado con pacientes 

con una HHcy  suave; el mecanismo por el cual ejerce este efecto aun es desconocido, pero 

probablemente envuelve cambios en la función celular más que influenciando la bio-

disponibilidad del NO (Riba y cols., 2004). Es decir las plaquetas en sí mismas, están 

funcionalmente alteradas por la  Hcy elevada y es independiente de los efectos sobre el 

endotelio, por lo tanto es un importante factor que contribuye  a aumentar el multifactorial 

riesgo aterotrombótico en paciente con HHcy. 

Como sabemos, el ión Ca2+ es muy importante para la activación plaquetaria, pero el 

mecanismo por el cual la Hcy activa la entrada de Ca2+ es pobremente conocida. El 

tratamiento de las plaquetas con Hcy incrementa los niveles de Ca2+ intracelular y 

promueve la activación de la proteína quinasa C (Leoncini y cols., 2007), contribuyendo a la 

asociación de la fosfolipasa citosólica A2 (cPLA2) con la membrana de las plaquetas. 

Entonces la Hcy (dosis dependiente) aumenta la fosforilación de la cPLA2 y la activación en 

las plaquetas a través de la p38 MAPK y que estos efectos están estrechamente 

relacionados con el aumento de Ca2+ intracelular, llevando a un aumento del AA y 

formación del TXB2 resultando en un incremento en la agregación y secreción (Leoncini y 

cols., 2003; Leoncini y cols., 2007). 

También, Leoncini y colaboradores encuentran que la Hcy disminuye la formación 

de NO en las plaquetas, incrementando los niveles de Ca2+ intracelular y potenciando la 

agregación inducida por trombina. Argumentando que el transporte de L-arginina, 

precursor del NO, esta modulado por los niveles de Ca2+ intracelular, donde la elevación de 

Ca2+ inhibe el transporte de la L-arginina; y que la Hcy incrementa el Ca2+ intracelular a 

través de una depleción de los almacenes de Ca2+ intracelular, sugiriendo un probable rol 

del intercambiador de Na+/Ca2+ (Leoncini y cols., 2003).   

Según otro estudio, la Hcy a concentraciones entre 50 a 200 µM, altera la liberación y 

entrada de Ca2+ inducida por trombina en la plaqueta y en células endoteliales del cordón 

umbilical, debido a que la Hcy es capaz de inhibir la polimerización de la actina. Esta 

reorganización de la actina, así como la remodelación microtubular, ha sido ampliamente 

demostrada, ser requerida para la activación de la entrada y secreción de Ca2+ por los 
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almacenes en plaquetas y en otras células no excitables (Zang y cols., 2005; Nicoleta y cols., 2007). 

Entonces la Hcy, per se, es capaz de activar la entrada de Ca2+ a través de dos fases: primero 

por un incremento lento, pero sostenido de [Ca2+]i, seguido de un rápido incremento de 

[Ca2+]i. Esta última fase puede estar mediada posiblemente por el estrés oxidativo o por 

activación de vías secretorias que lleven a un aumento de agonistas plaquetarios (Redondo y 

cols., 2004; Nicoleta y cols., 2007). En la figura 20 se resumen los efectos potenciales que tiene la 

Hcy en el equilibrio fisiológico. 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Posibles mecanismos y efectos de la Hcy. La exposición de las células endoteliales a la Hcy 
conduce a la reducción de la biodisponibilidad del NO que resulta en el deterioro de la función 
vasodilatadora, dependiente del endotelio. Esto puede ser consecuencia de la oxidación e inactivación del 
NO por radicales libres que se forman durante la auto-oxidación de la Hcy y/o se acumulan como 
consecuencia de la inhibición de enzimas antioxidantes o por aumento de la síntesis endotelial de ADM. La 
diminución de NO, promueve la activación y agregación plaquetaria. Elevados niveles de Hcy inducen la 
expresión de varias citoquinas y moléculas de adhesión por las células endoteliales que llevan al 
reclutamiento y adhesión de células inflamatorias circulantes. La Hcy también puede además promover la 
trombosis por activación de mecanismos pro-trombóticos endotelio-dependiente, tal como la expresión del 
factor tisular (FT) o de la actividad del factor Va y por la inhibición de mecanismos anti-trombóticos y anti-

fibrinolíticos (Weiss y cols., 2002). 
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Es bien conocido que la insuficiencia hepática produce una importante 

coagulopatía (Bosh y col., 2005). El origen de esta coagulopatía no está completamente 

aclarado, aunque se habla de una defectuosa síntesis hepática de factores de la 

coagulación, alteraciones de la función plaquetaria, trombocitopenia a consecuencia de la 

hipertensión portal e hiperfibrinolísis, entre otras. Estudios de nuestro laboratorio han 

mostrado que las plaquetas de animales con cirrosis biliar, secundaria a la ligadura del 

conducto biliar, en la fase previa al desarrollo de ascitis, muestran una entrada y 

movilización aumentada del Ca2+ intracelular. Esto parece ser secundario a un mayor 

almacenamiento intracelular de calcio como consecuencia de la mayor actividad de la Ca2+ 

ATP-asa del retículo endoplásmico (SERCA). Así mismo, experimentos obtenidos en 

plaquetas de pacientes con cirrosis biliar dan resultados similares, que sugieren una hiper-

estimulación plaquetaria en este tipo de cirrosis, a diferencia de la cirrosis alcohólica.  

 

Este trabajo está dirigido a la investigación de los mecanismos moleculares 

responsables de estas alteraciones en plaquetas de animales con cirrosis biliar sin ascitis, 

así como a determinar el tipo y grado de las alteraciones de la función plaquetaria en la 

fase de descompensación higrópica que caracteriza a la fase ascítica. 

 

En primera instancia evaluaremos la función plaquetaria midiendo la agregación in 

vitro de plaquetas de animales controles y cirróticos y a la vez, la expresión en la 

membrana plaquetaria de la P-selectina, marcador del grado de activación plaquetaria. 

De esta manera relacionaremos ambos parámetros en diferentes situaciones: basalmente, 

tras estimulación con los agonistas usuales, y tras la incubación con factores plasmáticos 

(homocisteína, ácidos biliares y citoquinas) reguladores de la función plaquetaria. 

Sabemos que en pacientes con cirrosis biliar parece existir una mayor expresión de este 

receptor en condiciones basales, lo que sugiere una hiperestimulación plaquetaria. Este 

aspecto no se ha estudiado en el modelo experimental, al igual que la relación entre este 

receptor de activación (P-selectina) y los cambios en el Ca2+ intracelular y la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS). 

 

También evaluaremos el papel de algunos factores plasmáticos, en la fisiopatología 

de las alteraciones plaquetarias de la cirrosis. Así, analizaremos si la Hcy o los ácidos 

biliares modifican la señalización de Ca2+ de las plaquetas de animales controles y 

cirróticos. En este sentido, se ha comprobado que los ácidos biliares tienen efectos sobre 

el Ca2+ intracelular compatibles con los descritos en este proyecto en células endoteliales 

y en fibroblastos (Nakajima  y cols., 2000; Lau y cols., 2005). En cuanto a la Hcy, aunque se 

tienen datos sobre su efecto en plaquetas y movilización de Ca2+ intracelular, pero en 

diabetes mellitus (Alexandru y cols., 2008), en plaquetas con enfermedad hepática no hay 

datos conocidos. Otro posible factor es el NO, un mediador local ampliamente 

reconocido como participante en la fisiopatología de las alteraciones cardiovasculares de 

la cirrosis hepática (Criado y cols., 1997; Atucha y cols., 2005). En apoyo de esta posibilidad, 
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resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio, usando citometría de flujo en 

plaquetas cargadas con DAF-2, un fluorocromo que detecta los niveles de NO, nos 

indican que las plaquetas de ratas con LCB y sin ascitis producen más NO en respuesta a 

trombina que las plaquetas de animales controles. Nuestro grupo ha descrito, en 

experimentos realizados en plaquetas de animales con hipertensión arterial por déficit de 

NO (Iyu y cols., 2004), resultados diametralmente opuestos a los obtenidos en los animales 

cirróticos. El análisis de la literatura también apoya la hipótesis de que el NO puede estar 

jugando un papel decisivo en estas alteraciones (Trepakova y cols., 1997; Dedkova y cols., 2002), 

al aumentar la recaptación de Ca2+ por los almacenes. 

 

Varios estudios señalan el papel aterogénico que tiene la Hcy, en una variedad de  

enfermedades cardiovasculares, donde uno de los blancos celulares principales son las 

plaquetas ya que éstas, además de las células endoteliales y leucocitarias son esenciales 

para la formación del trombo (Nuño-Ayala y cols., 2010).  Se conoce  poco acerca de los  

efectos y mecanismos de la Hcy promoviendo el daño vascular y la aterotrombosis. Y 

dado que la HHcy es uno de los factores plasmáticos predominantes en la enfermedad 

hepática, hemos evaluado si el tratamiento crónico con ácido fólico, podría mejorar la 

función plaquetaria en la cirrosis biliar., dado que esta vitamina es esencial en la 

homeostasis de la homocisteína.  

La metodología que se empleó para dicho planteamiento es el análisis de la 

agregación plaquetaria (medición de absorbancia óptica) en respuesta a agonistas, la 

medida del Ca2+ intracelular y sus principales mecanismos de regulación, así como la 

producción de especies reactivas de oxígeno, mediante el uso de la espectrofluorimetría 

(fura-2AM para la medición de Ca2+ y CM-H2DCFDA-acetyl ester para ROS), en plaquetas 

lavadas de animales controles y cirróticos por ligadura del conducto biliar. La medida del  

receptor de activación plaquetaria en respuesta a factores plasmáticos y agonistas se 

realizó mediante citometría de flujo. 
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1. Analizar la agregación plaquetaria, expresión de P-selectina, movilización del Ca2+ 

intracelular ([Ca2+]i) y producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en 

plaquetas de ratas con LCB con ausencia y presencia de ascitis. 

 

2. Estudiar el papel del óxido nítrico (NO), mediante la inhibición crónica de su 

síntesis con L-NAME o tras la reducción de su disponibilidad con butionina 

sulfoximina (BSO), en la movilización del Ca2+ intracelular, en plaquetas de ratas 

LCB con ausencia y presencia de ascitis. 

 

3. Estudiar el papel de los ácidos biliares (ácido desoxicólico y quenodesoxicólico) en 

la movilización del Ca2+ y expresión del receptor de activación (P-selectina), en 

plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis. 

 

4. Estudiar el papel de la homocisteína (Hcy) en la agregación plaquetaria, expresión 

de P-selectina, movilización del Ca2+  intracelular y producción de especies reactivas 

de oxígeno, en plaquetas de ratas LCB con ausencia y presencia de ascitis, mediante 

el tratamiento crónico con ácido fólico. 
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1.   ANIMALES DE ESTUDIO 
 

Se han utilizado ratas Sprague-Dawley (SD) macho y con un peso aproximado entre 

240-300 gramos. Se mantuvieron a temperatura ambiente de 25 °C, con un ciclo de luz-

oscuridad de 12 horas. Los animales fueron suministrados por el Servicio de Animalario de 

la Universidad de Murcia.   

 
Todos los experimentos realizados se han llevado a cabo según las normas éticas que 

dispone la Unión Europea para el trato de los animales de laboratorio según la Ley 

Española del Real Decreto 1201/2005 (BOE, 2005). El modelo de cirrosis experimental 

utilizado fue el de Cirrosis Biliar Secundaria por Ligadura crónica del Conducto Biliar 

(LCB). 

  

 

1.1   GRUPOS EXPERIMENTALES 
 

Para este trabajo se utilizaron tres grupos experimentales: Controles, LCB sin ascitis 

(15 y 21 días) y LCB con ascitis (>21 días); una parte de los animales de cada grupo fueron 

sometidos a tratamiento crónico con ácido fólico (8 mg/Kg/día), en el agua de bebida, 

iniciándose el tratamiento tres días antes de la ligadura del conducto biliar u operación 

simulada (Lee y cols., 2004). De igual manera, algunos animales fueron tratados crónicamente 

con L-NAME (1 mg/Kg/día) en el agua de bebida (solo para el protocolo de la medición 

del calcio plaquetario); el resto de los animales no recibieron tratamiento alguno. En la 

tabla 1, se detalla el número de animales empleados en cada grupo experimental según el 

tratamiento recibido. 

 

 

 

Tabla  1: Distribución del  número  de  animales según su tratamiento 

 

 

 

 

 

Grupos Experimentales 

 

Controles 

 

(n) 

 

  LCB (15 y 21d) 

    sin ascitis 

    (n) 

 

     LCB (21d) 

con ascitis 

(n) 

 

1. Sin tratamiento  

 

96 

 

78 

 

64 

 

2. Tratamiento crónico con Ac. Fólico 

 

43 

 

44 

 

61 

 

3. Tratamiento crónico con L-NAME 

 

10 

 

10 
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En la tabla 2 se resume el número de animales en cada grupo experimental, según los 

ensayos realizados. 
 

 
  

 
 

                           
  

2.  LIGADURA DEL CONDUCTO BILIAR (LCB)  
 

Tanto para la realización de la ligadura del conducto biliar, como para la extracción 

de la sangre, las ratas fueron anestesiadas previamente con una mezcla 1:1 de Ketamina (50 

mg/mL ®Imalgene, casa Pfizer) y Clorhidrato de Xilacina (20 mg/mL ®Rompún, casa 

Bayer), a una dosis de 5 mg/Kg de ketamina y 2 mg/Kg de xilacina,  intramuscular. 

 

Una vez anestesiado el animal y en condiciones de asepsia, se le somete a una 

laparotomía media de unos pocos centímetros (2-3 cm) por debajo de la apófisis xifoides. 

Con unos bastoncillos se levanta uno de los lóbulos hepáticos y se localiza el conducto 

biliar,  surgiendo del hígado un conducto doble que posteriormente se une (conducto biliar 

principal) desembocando en el duodeno. Una vez aislado el conducto principal, se ligan los 

extremos distal y proximal y se corta el tramo entre ambas ligaduras. Finalmente se coloca 

el hígado en su sitio y se cierra la laparotomía por capas usando una sutura de puntos 

continuos para la capa muscular y de puntos sueltos para cerrar la piel. Los animales se 

dejan recuperar en una jaula limpia y con una fuente de calor hasta que se despiertan de la 

anestesia. Transcurridos aproximadamente 15 días tras la operación se manifiestan los 

primeros signos de fibrosis hepática y entre los 21 y 28 días el 75 % aproximadamente de 

las ratas intervenidas, tienen una cirrosis establecida (Kountouras y cols., 1984). Los animales 

control  (o Sham)  fueron sometidas a una operación simulada. 
 

 

Ensayos 

 

Controles 

 

(n) 

 

   LCB (15 y 21d) 

    sin ascitis 

    (n) 

 

     LCB (21d) 

con ascitis 

(n) 

 

1. Agregación 

 

40 

 

37 

 

32 

 

2. Medición de Calcio 

 

70 

 

62 

 

37 

 
3. Medición de Radicales Libres (RL) 

 
21 

 
13 

 
19 

    

4. Expresión de receptor de 

     activación plaquetaria 

 

6 

 

7 

 

6 

Tabla  2: Distribución del  número  de  animales de estudio para los ensayos 
experimentales 
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3.   ENSAYOS EXPERIMENTALES 

 

Para llevar a cabo los objetivos propuestos, se ha estudiado la homeostasis del calcio 

intracelular en plaquetas lavadas y la agregación en plasma rico en plaquetas de animales 

controles y con LCB. A continuación se exponen los ensayos realizados: 

 
Ensayo  1: MEDICIÓN DE LA AGREGACIÓN PLAQUETARIA 

 

Ensayo 2: MEDICIÓN DEL CALCIO INTRACELULAR EN PLAQUETAS    

LAVADAS 

 

a. Liberación del calcio intracelular 

b. Entrada de calcio extracelular 

c. Niveles totales de calcio plaquetario 

d. Entrada Capacitativa (ECC) 

e. Entrada Capacitativa con medición de una tercera longitud de onda 

 

Ensayo 3: MEDICIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS) 

 

Ensayo 4: MEDICIÓN DE RECEPTORES DE ACTIVACIÓN PLAQUETARIA 

 

Ensayo 5: MEDICIÓN DE HOMOCISTEÍNA EN PLASMA 

 

3.1 ENSAYO 1 
 

3.1.1  AGREGACIÓN PLAQUETARIA 

 
3.1.1.1    Principio del ensayo: MÉTODO TURBIMÉTRICO 

 

    La agregación plaquetaria es la interacción plaqueta–plaqueta y para que se 

produzca es necesario que las plaquetas conserven su integridad metabólica, dado que este 

proceso incluye cambios morfológicos y químicos. La medición de la agregación 

plaquetaria fue descrita en 1962 por Born, como una técnica para estimar la cinética de la 

agregación de las plaquetas por medio de la turbidometría (medición de turbidez o 

densidad óptica). Este método se convirtió de manera rápida en el patrón de referencia 

para el estudio de la función plaquetaria.  

 

 Este estudio mide en tiempo real la agregación del plasma rico en plaquetas (PRP), 

mediante el aclaramiento óptico. Esta prueba requiere un agregómetro (o 

espectofotómetro) en el que se deposita la muestra de PRP en una cubeta de incubación a 

37 °C, que se encuentra entre una fuente  de luz y una foto-celda de medición que calcula la 

densidad óptica o turbidez del PRP. La preparación del PRP requiere la separación de las 
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plaquetas del resto de las células de la sangre por medio de centrifugaciones lentas; también 

requiere de la preparación del plasma pobre en plaquetas (PPP) por medio de 

centrifugaciones rápidas, para ajustar el número de plaquetas por tubo. 

 

Conforme las plaquetas se agregan en respuesta a un agonista (ADP, colágeno y 

otros), el PRP se aclara y se transmite mayor cantidad de luz, esta transmisión se mide en 

tiempo real y se grafica el porcentaje del aclaramiento de la muestra: a mayor agregación 

plaquetaria, mayor transmisión de la luz y viceversa (Fig. 1) (Seegmiller y Sarode, 2007).  

 

Su representación gráfica genera una curva de agregación plaquetaria que se puede 

medir por el porcentaje máximo de agregación y también por área de agregación en el 

tiempo (Fig. 2B). La curva típica de agregación tiene 3 fases distintas después de añadir el 

agonista: un incremento inicial, un ligero descenso de la curva, por el cambio de forma de 

las plaquetas, y un incremento agudo o agregación máxima (Fig. 1b, c, d). Este último 

incremento puede tener dos fases más, dependiendo del tipo de agonista y/o su 

concentración, generando una curva u onda primaria y secundaria (Pluma y cols., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Esquema de la agregación plaquetaria según en principio de Born. Tubo control con plasma 
pobre en plaquetas (PPP), Tubo 1: falta de transmisión de la luz a través del plasma turbio (a: línea en 
continuo); se induce la agregación plaquetaria con la adición de un agonista (ADP). Tubo 2: un incremento 
inicial de la transmisión de luz atribuible a dilución del PRP por el agonista que se añade (b: pequeño 
incremento de la curva).Tubo 3: discreta disminución de la transmisión conforme las plaquetas cambian de 
forma (c: ligero descenso de la curva).Tubo 4: incremento agudo de la transmisión conforme las plaquetas 
se agregan (d: máximo incremento de la curva) (figura adaptada de: Pluma y cols., 2011; www.practical-

haemostasis.com). 
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A B 

Los principales inductores (agonistas) de la agregación “in vitro” son el ADP, 

epinefrina, colágeno y trombina, todos ellos fisiológicos y el araquidonato sódico, que es un 

agente  agregante artificial. También han sido clasificados como fuertes y débiles, los 

fuertes son capaces de inducir secreción con independencia de una agregación completa y 

generalmente con independencia de la producción de tromboxano por las plaquetas. Los 

débiles son incapaces de inducir secreción sin previa agregación y requieren de la síntesis de 

tromboxano. El agonista  fuerte por excelencia es la trombina, mientras que la epinefrina es 

débil. 

 

El ADP o colágeno funcionan como fuertes o débiles dependiendo de su 

concentración (Zucker y col., 2007; Shapiro, 1999; Patel y cols., 2005). Es decir, con una 

concentración de ADP a 2 μM, se pueden ver unas ondas de agregación primaria y 

secundaria, claramente definidas (Fig. 2A). La primera representa el efecto directo inducido 

por el agonista y la segunda onda se debe a la liberación de ADP endógeno y a la 

generación de tromboxano A2 (TXA2). Por debajo de 2 μM, existe menos respuesta 

secundaria y la onda primaria frecuentemente se invierte cuando el ADP se degrada 

enzimáticamente. Por encima de 3 μM la fase primaria suele ser tan intensa que la 

distinción entre ésta y la fase secundaria queda enmascarada (Fig. 2B) (Kitchen y col., 1998). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2: Curvas de agregación plaquetaria. (A) Muestra los eventos bifásicos de una agregación tras añadir 
ADP a bajas concentraciones, describe una onda primaria los primeros minutos, seguidos de una onda secundaria, 
tras la liberación de ADP endógeno y tromboxano A2 (TXA2). (B) Con otros agonistas como la Trombina no es 
posible distinguir estas dos fases. Se registra el pico máximo de agregación y también el área bajo la curva vs 

tiempo (adaptada de: www.practical-haemostasis.com). 
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3.1.2  PROTOCOLO*
 

 
3.1.2.1 Obtención de Plasma Rico en Plaquetas (PRP) 

 
  Una vez anestesiada la rata, como se ha mencionado anteriormente, se le realiza una 

laparotomía media desde la pelvis a la apófisis xifoides, se retiran los intestinos y el tejido 

conectivo hasta aislar la vena cava y la aorta abdominal. Para canular la aorta, se interrumpe 

el flujo sanguíneo de la arteria transitoriamente con un clamp y se procede a su canulación. 

Rápidamente, se retira el clamp y se recogen aproximadamente 10 mL de sangre en 2 tubos 

de ensayo de plástico que contienen el anticoagulante (citrato 3 %: 500 μl/4,5 mL sangre) a 

temperatura ambiente (Tª). 

 

 Tras la extracción de la sangre se procede a centrifugar la muestra a 124 g/20 

min/20 ºC de la que obtendremos el sobrenadante, que es el PRP. El resto de la muestra se 

volvió a centrifugar a 1750 g/10 min/20 ºC, para la obtención del plasma pobre en 

plaquetas (PPP). 

 

 

3.1.2.2 Agregación plaquetaria 

 

a. El plasma rico en plaquetas (PRP), se mantuvo en un baño a 20 ºC hasta la 

realización de la medición, para evitar el deterioro de las plaquetas. 

 
b. Se realizó el recuento plaquetario del PRP en un hemocitómetro (cámara 

de Neubauer), para luego ajustarla con PPP autólogo y obtener una 

muestra final con aprox. 3x105 cel/µl. 

 
c.  La agregación plaquetaria fue determinada en un agregómetro 

(Aggrecoder PA 3210) por el método turbimétrico de Born. Se vertieron 

200 µl de la muestra final a las cubetas siliconadas del agregómetro, más 25 

µl del agonista en estudio, ADP (5µM)f
♦. Las muestras se pre-incubaron 

durante 5 minutos a 37 ºC. En el momento de añadir el ADP, las muestras 

se agitan a 194 g (1000 rpm). 

 

d. En el caso de los experimentos en los que se evaluó el papel de la 

Homocisteína o Cisteína (control), se añadieron otros 25 µl de éstos (tabla 

3), y tras la incubación, se indujo la agregación plaquetaria por adición de 

ADP. 
 

 

 

 
* La composición y el modo de preparación de todos los reactivos se encuentran en Anexos. 
♦ ()f: significa la concentración final que hay en la muestra. 
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3.1.2.3 Cálculos de la Agregación 

  

   Los resultados fueron expresados como área bajo la curva (mm2) y el pico de la 

curva como porcentaje máximo de agregación (%) (Fig. 2B), que se produjo en 10 

minutos, como medida relativa de la amplitud del incremento en la transmisión de luz a 

través de la muestra. El área bajo la curva fue medida con una cámara de video Sony 151 

AP conectada a un equipo de análisis de imagen Q-550 MC Leica. 


 

3.2   ENSAYO 2 
 

3.2.1  MEDICIÓN DEL Ca2+ INTRACELULAR CON FURA 2-AM 

 

3.2.1.1  Principio del ensayo 

 

    Para este ensayo se utilizó el fluorímetro o espectrofluorímetro que utiliza las 

propiedades fluorescentes de ciertas partículas para conocer la concentración de las 

mismas en una muestra (Lorente, 1991). El instrumento permite excitar una muestra a una 

longitud de onda determinada para posteriormente recoger la emisión de fluorescencia a 

una cierta longitud de onda o todo un espectro. Existen diversas fuentes de excitación 

como el láser, lámparas de vapor de mercurio, fotodiodos; en nuestro caso se utilizó una 

lámpara de xenón que tiene un espectro de emisión continuo y de intensidad constante 

entre 300 y 800 nm (Gullapalli y col., 2010). 

 

     La luz pasa por un filtro o monocromador que permite seleccionar la longitud 

de onda de interés. Posteriormente la luz pasa por la muestra, por un segundo 

monocromador, que nos permitirá seleccionar la longitud de onda o el espectro que nos 

interesa obtener, y será recogida por un fotomultiplicador o un  fotodiodo. Como se 

puede observar en la figura 3, la medida de fluorescencia de la muestra se recoge a 90º 

de la fuente de excitación, esto se realiza para intentar minimizar la interferencia 

producida por la fuente en el sensor y que este recoja exclusivamente los valores de 

 

Agonistas 

 

Concentraciones  

de trabajo 

 

Concentraciones  

 en  la  muestra 

 
Cisteína 

y 

Homocisteína 

 
100 µM 

250 µM 

500 µM 

1 mM 

 
10 µM 

25 µM 

50 µM 

100 µM 

  

 
Tabla 3: Concentraciones de los agonistas para la agregación 
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fluorescencia, que se emiten en todas direcciones, de la muestra y no los de la emisión 

de la fuente, todo esto se encuentra conectado a un sistema de lectura para un análisis 

cuantitativo (Gullapalli y col., 2010 y Rodríguez, 2010). 

 

   La intensidad depende de la concentración del fluoróforo en la muestra a bajas 

concentraciones; sin embargo para altas concentraciones los fluoróforos comienzan a 

reaccionar y a formar compuestos no fluorescentes por lo que los valores de intensidad 

recogidos comienzan a disminuir. Otro factor importante es que la cubeta donde va la 

muestra sea clara y sin impurezas, para que no afecte la lectura del fluorímetro; 

dependiendo de la longitud de onda de excitación, pueden ser de diferentes materiales 

(cuarzo o plástico) (Rodríguez, 2010). 

 

 
 

 

 
 

  El desarrollo de indicadores fluorescentes en los estudios de la homeostasis del Ca2+ 

celular se debe principalmente a Tsien y colaboradores en los años 80. Estos autores 

popularizaron el uso del indicador fura-2AM, para los estudios de la concentración de 

calcio intracelular ([Ca2+]i) y contribuyeron al desarrollo de nuevas sondas útiles en estudios 

de la regulación de la [Ca2+]i por hormonas y otros agonistas.  

 

  El fura-2AM es la sonda fluorescente más empleada para medir los niveles de Ca2+, 

tiene una mayor constante de disociación (Kd) para el calcio, menor sensibilidad al 

magnesio y es más foto estable que otras. El fura-2AM se usa para medir concentraciones 

intracelulares del orden de micromolar ya que su Kd para el calcio está entre 150-225 nM. 

El principal problema que presenta esta sonda es que la forma acetoxi-metil éster (AM) 

(forma de carga en las células) no se hidroliza completamente y además tiene tendencia a 

compartimentalizarse en orgánulos sub-celulares durante el proceso de carga. Cuando el 

fura-2AM se une al calcio, su máximo de excitación se desplaza hacia bajas longitudes de 

Figura 3: Esquema del fluorímetro (Wether, 2009). 
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onda, con un desplazamiento despreciable de la emisión máxima. Esto permite que el fura-

2AM sea utilizado como un indicador de doble excitación.  

 

  El fura-2AM libre se excita a 380 nm mientras que la forma unida al calcio se excita 

a 340 nm y emiten ambas a 510 nm (Fig. 4A), de manera que cuando existe un aumento de 

calcio intracelular la fluorescencia emitida por la forma unida al Ca2+ aumenta y en cambio 

la de la forma libre de Ca2+disminuye (Fig. 4B), ocurriendo justo lo contrario cuando el 

Ca2+ intracelular disminuye. La relación entre ambas longitudes de onda del fura-2AM 

unida como libre al Ca2+puede calcularse en una relación o ratio. 

 
  La ratio nos permite minimizar una serie de artefactos que provocan cambios en la 

intensidad de la fluorescencia, que no se deben a cambios en la concentración de calcio y 

por lo tanto es una medida independiente de la concentración de fluorocromo en la célula.  

 

 

           
 

 

 

 

 

3.2.2   PROTOCOLO  

 

3.2.2.1 Preparación del  fura-2AM (fluorocromo) 

 

           El Fura-2AM es un éster hidrofóbico de elevado peso molecular, que presenta muy 

baja solubilidad en medios acuosos, pudiendo incluso precipitar. Para aumentar su 

solubilidad en dichos medios, se utiliza  un surfactante no iónico llamado ácido plurónico, 

que actúa como una micela, secuestrando el éster en su interior, evitando así la agregación y 

precipitación de este (lo que haría imposible la entrada del fluorocromo en la célula) y 

actuando, por otro lado, como una fuente constante de fluorocromo para la misma. 

 

 

 

Figura 4: Esquema del registro del Ca+  por el Fluorímetro. (A) fura-2 libre (excitación a 380 nm), fura-2 
unida a Ca2+ (excitación a 340 nm), ambos emiten a 510 nm (B) Representación de fura-2 unido y libre de Ca2+ 

tras el estímulo con agonistas (adaptada de: http://www.biomed.cas).  

A B 
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En la preparación del fura-2AM se evitó la luz directa, para ello cubrimos el tubo de 

ensayo con papel aluminio y se trabajó en una habitación con muy poca luz. Los pasos a 

seguir son: 

 Se mezclan muy bien 2 µl de ácido plurónico y 1 µl de fura-2AM (2,5 mM). 

 Se añade 1 mL de Tampón-2* y se agita enérgicamente. 

 Se añaden 50 mg de albúmina y se agita suavemente para no formar 

espuma. 

 

3.2.2.2 Obtención de plasma rico en plaquetas (PRP) para la medición de calcio 

intracelular 

 

    Para la obtención del Plasma Rico en Plaquetas (PRP) se procedió de la misma 

forma que para la agregación, pero los 10 mL de sangre se recogieron en dos tubos de 

ensayo con una solución anticoagulante de: ácido cítrico (52 mM)f, citrato sódico (80 mM)f 

y glucosa (180 mM)f, que denominamos ACG (850 µl/5 mL de muestra). Además se 

adicionó a la sangre apirasa (40 µg/mL)f (5 µl/mL de muestra) y Prostaglandina E1 (PGE1) 

(50 µM)f (10 µl/mL de muestra), para evitar que las posteriores manipulaciones de la 

muestra activen a las plaquetas. 

 

3.2.2.3 Lavado de plaquetas  

 
           Es necesario separar las plaquetas del plasma y lavarlas, debido a que el plasma de la 

rata es rico en esterasas que desesterificaría al fura-2AM, disminuyendo la captación de éste 

por parte de la célula. Para ello, el PRP (con apirasa♦ 5 µl/mL de muestra y PGE1
♦ 10 µl/mL 

de muestra) se volvió a centrifugar a 941 g/8 min/20 ºC. Se eliminó el sobrenadante y el 

pellet se resuspendió con 1 mL de Tampón-1* más la apirasa♦ y PGE1
♦. La acidificación del 

medio, así como la adición de estas dos sustancias químicas ayudan a evitar la activación de 

las plaquetas durante su centrifugación y manipulación.  

 

3.2.2.4 Carga con fura-2 AM 

 

a. Las plaquetas se volvieron a centrifugar a 941 g/8 min/20 ºC, se eliminó el  

sobrenadante y el precipitado fue resuspendido con 1 mL de Tampón-2 que 

previamente se preparó (en el punto 3.2.2.1) ya cargado con fura-2AM (2,5 µM)f. 

 

b. Las plaquetas se incubaron en un baño a 20 ºC/45 min en la oscuridad, con 

agitación suave cada 10 minutos, para ayudar a que el fluorocromo penetre en 

las plaquetas. 
 

 
 

       *(Tampón 1 y 2): su composición está detallada en el apartado de anexos. 

          ♦ Para todo el protocolo se usó las concentraciones de: apirasa (40 µg/mL)f  y PGE1 (50 µM)f 
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c. En este periodo se realizó el conteo celular, en un hemocitómetro (cámara de 

Neubauer), para trabajar con la misma concentración de plaquetas (3x105 cel/µl) 

y determinar el número de experimentos a realizar en el espectrofluorímetro 

(aproximadamente para 5 mL de sangre extraída se realizaron entre 10-12 

experimentos). 

 
d.    Después de la incubación se añadió 2 mL del Tampón-1, más apirasa♦ y se 

centrifugó a 941 g/8 min/20 ºC. Se eliminó el sobrenadante y el pellet se 

resuspendió con la cantidad adecuada de Tampón-2.    

 
e.    Tras 30 minutos (para permitir que se produzca la desesterificación del fura por 

las esterasas intracelulares), y 10 minutos antes de empezar el experimento se le 

adicionó Ca2+ (100 µM)f como concentración final en la muestra. De esta manera 

nos aseguramos que los almacenes de calcio intracelulares estén llenos.   

 

Durante todo el proceso, las plaquetas cargadas con fura-2AM se protegen de la luz. 

 

 

3.2.3  DISEÑO EXPERIMENTAL PARA LA 

          MEDICIÓN DEL Ca2+ 

 

 La medida de Ca2+ se realizó en un espectrofluorímetro (Fluorimeter Spectronic Unicam) 

con 3x105 plaquetas/mL de Tampón-2 a 37 ºC y se procedió a la realización de los 

siguientes experimentos: 

 

3.2.3.1 Liberación de Ca2+ intracelular 

 

  Las plaquetas cargadas con fura-2AM (50 µl en 1950 µl de Tampón-2 a 37 ºC), se 

depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorímetro, a continuación 

añadimos EGTA (200 µM)f a la muestra, para conseguir un medio extracelular libre de Ca2+, 

registramos la señal de fluorescencia durante 30 segundos, añadimos la trombina (Tr) a una 

concentración final de (0,1 y 0,3 U/mL)f  o ADP (5 µM)f y seguimos registrando la señal de 

fluorescencia durante 180 segundos. 
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3.2.3.2  Entrada de Ca2+ extracelular 

 

   Las plaquetas cargadas con fura-2 AM (50 µl en 1950 µl de Tampón-2 a 37 ºC), se 

depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorímetro, a continuación 

añadimos CaCl2 (1 mM)f para conseguir un medio extracelular con Ca2+, registramos la señal 

de fluorescencia durante 30 segundos, añadimos la trombina a una concentración final de 

(0,1-0,3 U/mL)f o ADP (5 µM)f  y registramos la señal de fluorescencia durante 180 

segundos. 

 

                      
 

3.2.3.3  Niveles totales de Ca2+ plaquetario 

 

Para estudiar la cantidad de Ca2+ almacenada en los depósitos internos, las 

plaquetas cargadas con fura-2AM, se depositaron en la cubeta de medida, a continuación 

añadimos EGTA (200 µM)f, para conseguir un medio extracelular libre de Ca2+, registramos 

la señal de fluorescencia durante 30 segundos y añadimos tapsigargina (TG) (1 µM)f, para el 

bloqueo de la bomba de calcio del retículo sarcoplásmico, mas ionomicina (Iono) (5 µM)f, 

para la liberación de Ca2+ citoplamático y  registramos la señal de fluorescencia durante 180 

segundos. 

 

                      
 

3.2.3.4   Entrada capacitativa del Ca2+ 

  

 Las plaquetas cargadas con fura-2AM, se depositaron en la cubeta de medida, a 

continuación añadimos EGTA (200 µM)f para conseguir un medio extracelular libre de Ca2+, 

registramos la señal de fluorescencia durante 30segundos y añadimos tapsigargina (TG) (1 

µM)f y/o ter-butyl-benzohidroquinona (TBHQ) (2 µM)f, para el bloqueo de la bomba de 

calcio del retículo sarcoplásmico, registramos la señal de fluorescencia durante 180 

segundos, luego se le adicionó CaCl2 (0,5 mM)f y la fluorescencia resultante se registró 

durante otros 180 segundos. 
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3.2.3.5 Entrada capacitativa del Ca2+ con registro de una tercera longitud de onda 

(360nm) 

 

 Debido a que el fura-2AM tiene un punto isosbéstico (puntode isofluorescencia) a 

360 nm, la medida a esta longitud de onda es útil para monitorizar la fluorescencia no 

dependiente de Ca2+ o para apreciar el “quenching” o la pérdida de fluorescencia cuando el 

fura-2AM se une a metales pesados como el Manganeso (Mn2+). Es decir, cuando el  Mn2+ 

entra con el Ca2+, en la entrada capacitativa, elimina la fluorescencia del fura-2 AM, por lo 

que podemos así valorar el grado de activación o apertura de estos canales. 

  

Este protocolo es igual al anterior, excepto que se registró con una tercera 

longitud de onda de 360 nm y al final se añadió Cl2 Mn (100 µM)f. 

 

                      
 

3.2.3.6 Calibración 

 

           Se realizó la calibración en cada animal para poder relacionar los cálculos de los 

cambios de fluorescencia de las plaquetas con los cambios de concentración de [Ca+2]i. Las 

plaquetas cargadas con fura-2AM (50 µl en 1950 µl de Tampón-2 a 37 ºC), son depositadas 

en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorímetro, a continuación añadimos: CaCl2 (2 

mM)f, se registró 5 segundos y se la añadió tritón (0,1 %)f, se registró otros 5 segundos y se 

la añadió EGTA-Tris, se registraron otros 5 segundos y se le añadió MnCl2 (40mM)f. 

 

 CaCl2 (2 mM)f: le aporta al medio el calcio  necesario para que 

pueda penetrar en la célula. 

 Tritón (0,1 %)f: es un ionóforo que se encarga de crear poros en 

la membrana plasmática de las células, por lo que entran grandes 

cantidades de calcio desde el exterior de la célula al interior. 

 EGTA-Tris (160 mM)f: es un quelante del calcio, es decir,  se 

une al Ca2+, impidiendo que el catión se una al fura y acidificando 

el medio, pero el Tris-base aumenta los protones del EGTA2- 

manteniendo el pH del medio a nivel inicial. 

 MnCl2 (40 mM)f: es una sustancia que secuestra al fura, por lo 

que hace que disminuya la fluorescencia hasta el nivel de auto-

fluorescencia, es decir toda la fluorescencia que no es debida al 

fura, como la debida al material genético de la célula o a la 

habitación donde se realizó el experimento. 
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3.2.3.7  Sobrenadante  

 

            Puesto que el fura-2AM tiende a ser eliminado por la célula con el tiempo, este 

fura-2AM extracelular y el que no entra en la célula, contribuye a la fluorescencia total 

medida en cada experimento. Por ello, fue necesario determinar la fluorescencia del 

sobrenadante en ausencia y en presencia de calcio extracelular y tener en cuenta este 

valor en los cálculos de calcio intracelular. Las plaquetas cargadas con fura-2AM, fueron 

depositadas en un tubo de ensayo, centrifugadas a 941 g/8 min/20 ºC y el sobrenadante 

fue recogido y su fluorescencia medida en el  espectrofluorimetro. La fluorescencia fue 

medida tras añadir EGTA (200 µM)f, luego CaCl2 (1 mM)f, y finalmente MnCl2 (1 mM)f . 

 

                      
 

3.2.3.8 Cálculo de la concentración de Ca2+ 

 

    Para calibrar las señales de fluorescencia, utilizamos la ratio entre las dos longitudes 

de onda de excitación del  fura-2AM (340-380 nm), para ello necesitamos la relación o ratio 

máxima (Rmax) y la relación mínima (Rmin), así como otros parámetros. La expresión que 

nos proporciona los valores de concentración de Ca2+ utilizando la ratio entre las dos 

longitudes de onda que excitan al fura-2AM, es:  

 

              
 

Kd, es la constante de disociación del fura-2AM en las condiciones intracelulares, a 37 ºC su 

valor es 224 nM.  

R, es el cociente de las lecturas a las longitudes de onda utilizadas (340 y 380 nm). 

Sf y Sb, son los valores máximos y mínimo de fluorescencia, respectivamente, con la 

excitación de 380nm, en las condiciones de medio sin calcio y medio saturado de calcio, 

respectivamente.  

Rmax y Rmin, son los valores máximo y mínimo de la ratio, en condiciones de saturación  

de calcio y de medio sin calcio, respectivamente. Son los valores registrados en los 

experimentos de calibración y sobrenadante (Grynkiewicz y cols., 1985).   
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3.2.4 EFECTO AGUDO DE FACTORES PLASMÁTICOS SOBRE 

LAS PLAQUETAS  

 

3.2.4.1 Efecto agudo de la homocisteína (Hcy) en la entrada, liberación y entrada 

capacitativa del Ca2+ 

 

 Se realizaron los experimentos del 1 al 7 (del apartado 3.2.3), pero con incubación 

previa de la muestra con Hcy a dos concentraciones distintas (10 y 25 µM)f durante 5 

minutos a 20 ºC. Luego, la muestra fue depositada en la cubeta de medida dentro del 

espectrofluorímetro  y se procedió con  los experimentos ya  indicados. 

 
3.2.4.2 Efecto agudo de los ácidos biliares en la entrada, liberación y entrada 

capacitativa del Ca2+ 

 

 El experimento se realizó con y sin incubación de la muestra con el 

ácidodesoxicólico (DC) y el ácido quenodesoxicólico (CDC) a una concentración final de 

(100 µM)f, durante 10 minutos a 20 ºC. Luego, la muestra fue depositada en la cubeta de 

medida dentro del espectrofluorímetro  y se procedió con  los experimentos del 1 al 4, 6 y 7 

ya indicados (del apartado 3.2.3). 

 

3.2.4.3 Efecto agudo de la butionina sulfoximina (BSO) en la entrada, liberación  de 

calcio y entrada capacitativa 

  
           Para este experimento se separó la muestra de sangre en dos tubos:  

 
Tubo 1: a 5mL de sangre se añadió además de la apirasa y la PGE1, en las cantidades 

ya descritas anteriormente, BSO (20 µl/mL de muestra) (5 mM)f. Se continuó con el 

protocolo de obtención de las plaquetas incluyendo carga con el fura-2AM y sus 

posteriores lavados, siempre añadiendo en cada resuspensión: apirasa, PGE1 y BSO, 

excepto en la última resuspensión con el Tampon-2. Finalmente se procedió con  los 

experimentos del 1 al 7 (del apartado 3.2.3). 

En el caso de los experimentos que usaron L-NAME para analizar el papel del óxido 

nítrico, la muestra se incubó previamente con L-NAME (200 µM)f, durante 10 

minutos a 20 ºC. 

 

Tubo 2: los 5mL de sangre restantes, fue nuestra muestra control, es decir sin la 

adición de BSO, solo con apirasa y PGE1. Tampoco se incubó con L-NAME antes 

de proceder con los experimentos del 1 al 4 (del apartado 3.2.3). 

 
 

3.2.4.4 Efecto crónico del L-NAME en la entrada, liberación de Ca2+ y entrada 

capacitativa 
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 Se realizaron los experimentos del 1 al 7 (del apartado 3.2.3), en ratas tratadas 

crónicamente con L-NAME (1 mg/Kg/día) 7 días antes de realizar el experimento. 
 
 

3.3  ENSAYO 3 

 

3.3.1 MEDICIÓN INTRACELULAR DE ESPECIES REACTIVAS   

DE  OXIGENO (ROS) CON CM-H2DCFDA-acetil ester 

 
3.3.1.1  Principio  del  ensayo 

 
   El 5-(y-6)-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (CM-H2DCFDA-

acetil ester) es una sonda sensible a las especies reactivas de oxigeno (ROS) utilizada para 

detectar su producción en células vivas. Esta sonda se difunde pasivamente dentro de la 

célula, donde sus grupos acetato se rompen por las esterasas intracelulares y se oxidan, 

liberando el correspondiente derivado diclorodihidro-fluoresceína. La oxidación produce 

una fluorescencia y la señal es recogida, usando un espectrofluorímetro a una longitud de 

onda de excitación de 495 nm y de emisión de 525 nm. 

 

3.3.2  PROTOCOLO 

 
3.3.2.1  Obtención de plasma rico en plaquetas (PRP) para la medición de ROS 

 
     El protocolo es igual al realizado para la medición del calcio intracelular. 

 
3.3.2.2  Lavado de plaquetas 

 
     El protocolo es igual al realizado para la medición del calcio intracelular.  

 

3.3.2.3  Carga con CM-H2DCFDA-acetyl ester 

 

    Las plaquetas se volvieron a centrifugar a 941 g/8 min/20 ºC    , se eliminó el  sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en 1 mL de Tampón-2, sin albúmina) mezclado con 2 µl de CM-H2DCFDA-acetyl ester (10 µM)f. 

 

    Las plaquetas se incubaron en un baño a 20 ºC/45 min en la oscuridad, con 

agitación suave cada 10 minutos, para ayudar a que el fluorocromo penetre en las plaquetas. 

 
    En este periodo se realizó el conteo celular, para trabajar con la misma 

concentración de plaquetas y determinar el número de experimentos a realizar en el 

espectrofluorímetro (aproximadamente para 5 mL de sangre extraída se  realizaron entre 10-

12 experimentos). 
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Después de la incubación se le añadió 2 mL del Tampón-1, más la apirasa y se 

centrifugó a 941 g/8 min/20 ºC. Se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió con la 

cantidad adecuada de Tampón-2/sin albúmina. 

 

Tras 30 minutos (para permitir que se produzca la desesterificación de la sonda por las 

esterasas intracelulares), y 10 minutos antes de empezar el experimento se le adicionó Ca2+ 

(100 µM)f.  

 
Durante todo el proceso, las plaquetas cargadas con la sonda se protegen de la luz. 

 

  

3.3.3 DISEÑO EXPERIMENTAL PARA LA MEDICIÓN DE ROS 

 
  La medida de ROS se realizó en un espectrofluorímetro con 3x105 cel/µl de Tampón-

2 a 37 ºC y se procedió a la realización de los siguientes experimentos: 
 

 

a. En respuesta a trombina (0,3 U/mL)f 

 

 Las plaquetas cargadas con la sonda (50 µl en 1950 µl de Tampón-2 a 37 ºC), se 

depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorímetro, a continuación 

añadimos CaCl2 (1 mM)f para con seguir un medio extracelular con Ca2+, registramos la señal 

de fluorescencia durante 1 minuto, añadimos la trombina a una concentración final de 0,3 

U/mL y registramos la señal de fluorescencia durante 1 minuto. 
 

                      

 

b.     En respuesta a ADP (5 μM)f 

 

        Las plaquetas cargadas con la sonda (50 µl en 1950 µl de Tampón-2 a 37 ºC), se  

depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorímetro, a continuación 

añadimos CaCl2 (1 mM)f para conseguir un medio extracelular con Ca2+, registramos la señal 

de fluorescencia durante 1 minuto, añadimos ADP a una concentración final de 5 μM y 

registramos la señal de fluorescencia durante 1 minuto. 
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c.     En respuesta a Hcy (50 y 200 μM)f 

  

        Las plaquetas cargadas con la sonda (50 µl en 1950 µl de Tampón-2 a 37 ºC), se 

depositaron en la cubeta de medida, dentro del espectrofluorímetro, a continuación 

añadimos CaCl2 (1 mM)f  para conseguir un medio extracelular con Ca2+, registramos la señal 

de fluorescencia durante 1minuto, añadimos Hcy a concentraciones finales de 5 y 20 µM y 

registramos la señal de fluorescencia durante 7 minutos. 

                   
 

d.     Calibración  

 

        Realizamos dos mediciones: una solo colocando CaCl2 para verificar que el primer 

estímulo no produce un incremento de ROS a través del tiempo, y por último para detectar 

una respuesta máxima añadimos H2O2. 
 

 Respuesta Basal: CaCl2 (100 μM)f 

         
 

 Respuesta máxima: H2O2 (1 mM)f 

 

         
 

e.  Sobrenadante 

  

         Puesto que la sonda tiende a ser eliminado por la célula con el tiempo, este contribuye 

a la fluorescencia total medida en cada experimento. Por ello, fue necesario determinar la 

fluorescencia del sobrenadante y tener en cuenta este valor en los cálculos de ROS 

intracelular. Las plaquetas cargadas con la sonda (50 µl en 1950 µl de Tampón-2 a 20 ºC), 

fueron depositadas en un tubo de ensayo y centrifugadas a 941 g/8 min/20 ºC, recogimos el 

sobrenadante para medir en el espectrofluorímetro. Le añadimos H2O2 (1 mM)f, se registró 7 

minutos. 
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f.  Cálculo de la concentración de ROS 

 

   Para calibrar las señales de fluorescencia, se utilizaron unidades arbitrarias. 
 

 

3.2 ENSAYO 4 

 

3.4.1  MEDICIÓN DE ACTIVACIÓN PLAQUETARIA POR 

CITOMETRÍA DE FLUJO 

 

3.4.1.1  Principio  del  ensayo 

 

 
 

 La citometría de flujo es una técnica que analiza y mide las características específicas 

de un número elevado de células. Antes del análisis citométrico, las células en suspensión 

son marcadas con un anticuerpo monoclonal fluorescente. En el citómetro de flujo, las 

células suspendidas atraviesan una cámara de flujo, a una velocidad de 1.000 a 10.000 

células por minuto, a través de un láser (Givan, 1992). En función de la capacidad del láser se 

pueden medir múltiples parámetros celulares basados en la foto-dispersión y la 

fluorescencia y posteriormente llevar a cabo la separación física de sub-poblaciones de 

células según su tamaño y complejidad. El citómetro de flujo consta de tres sistemas 

principales: 
 

a)  Sistema de flujo: Rodea la suspensión celular en flujo, con una vaina externa, 

formada por un fluido libre de partículas, que mueve la muestra, a velocidad constante y 

controlada, a través de una zona de detección (cámara de flujo), donde las células o 

Figura 5: Sistema de flujo de un citómetro  

(www.bd.com).  

http://www.bd.com/
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partículas pasan de forma perpendicular a través de un haz iluminador (laser) (Fig. 5) 
(Barrientos y cols., 2009; www.bd.com). 

 

b)  Elementos ópticos: Compuesto de lentes y prismas (filtros ópticos).Permiten el 

enfoque del láser, que es una fuente de iluminación monocromática y de intensidad 

conocida. Los lentes y prismas, al enfocar la iluminación de las partículas o células de la 

muestra, también detectan la luz dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia 

emitida, a medida que las partículas atraviesan el haz luminoso (Fig. 6) (Barrientos y cols., 

2009; www.bd.com). 

 

 

         
 

 

 

c) Sistema de tratamiento de señales: Proporciona una iluminación de intensidad 

constante, que detectada y amplifica la respuesta de las partículas en forma de pulso 

analógico, transforma las señales en forma digital y controla el proceso de separación 

celular. El sistema operativo, permite la adquisición multiparamétrica de datos y el 

análisis a tiempo real y en modo de lista de datos, estos datos se presentan en forma de 

histogramas monoparamétricos o biparamétricos o en forma de plots o puntos(donde 

cada punto representaría una célula), de la distribución (Fig. 7) (Barrientos y cols., 2009; 

www.bd.com). 

 

 Como ya mencionamos, las células pasan a través del flujo rodeadas por un fluido 

envolvente en dirección perpendicular al haz del láser. Cuando solo pasa fluido, no se 

produce dispersión alguna de luz. Pero al pasar una célula frente al láser, ésta dispersa la 

luz, lo que se detecta mediante unos tubos fotomultiplicadores. La dispersión tiene dos 

componentes: dispersión frontal (FSC: del inglés forward scatter, detecta el tamaño 

celular) y dispersión lateral (SSC: del inglés side scatter, detecta la complejidad o 

granularidad celular) al eje del láser. Además,  cuando las células han sido marcadas con 

un fluorocromo (Ej: Ficoeritrina y/o Fluoresceína), para detectar una molécula celular 

(Ej: CD62  y/o CD61), la luz fluorescente que emite, se dispersa también lateralmente y 

detecta las intensidades relativas de emisión de fluorescencia (Fig. 8). 

 

 
 

Figura 6: Elementos ópticos de un citómetro  (www.bd.com).  

http://www.bd.com/
http://www.bd.com/
http://www.bd.com/
http://www.bd.com/
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 Por lo tanto, la citometría permite el análisis, para cada célula, de dos parámetros 

de dispersión (SSC/FSC) y como mínimo tres fluorescencias (en equipos con un solo 

láser), FL1, FL2, FL3. Para poder separar la dispersión de las diferentes fluorescencias se 

utiliza un sistema de filtros ópticos y todas las señales son convertidas a valores digitales 

(Fig. 7). Estos valores no son absolutos sino relativos ya que indican que en una 

población determinada existen células que presentan diferentes niveles de fluorescencia 

o de dispersión de luz. Si se elaboran histogramas de frecuencia con estos datos se 

puede apreciar la distribución de la población que ha sido analizada de acuerdo a 

cualquiera de los parámetros medidos (Fig. 8) (Carlson y cols., 1997; www.bd.com). 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Figura 7: Sistema de tratamiento de Señales. Una vez que la muestra pasa por los láseres, estos 
dispersan la luz, por dispersión frontal (DF) (forward scatter) y lateral (DL) (side scatter), la luz es 
recogida por el sistema óptico (lentes) y la señal pasa por los detectores, para finalmente pasar por 
un sistema de tratamiento de señales (Carlson y cols., 1997; www.bd.com).  
 

http://www.bd.com/
http://www.bd.com/
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3.4.2   PROTOCOLO    
 

3.4.2.1 Determinación de la activación plaquetaria en plasma rico en plaquetas     

(PRP), a través de la expresión de la P-selectina 

 

    Para el análisis citométrico, determinamos la expresión de la P-selectina o CD62P 

a partir de PRP, obtenido con el mismo procedimiento que se utilizó para la agregación. 

 

a. Una vez obtenido el PRP se ajustó el número de plaquetas a 3x105 cel/μl con 

PBS-0,3 % albúmina. 

 

b. Incubamos 200 μl de las células con 10 μl de EDTA (2 mM)f y 20 μl de los 

reactivos: Hcy, DC, CDC durante 10 min/37 ºC y con BSO, TNF, IL-6 

durante 1 hora/37 ºC (Tabla 3). 

 

c. Añadimos 20 μl de ADP (5 μM)f y con agitación (194 g ó 1000 rpm) 

incubamos por 3 min/37 ºC. 
 

Figura 8: Detección de señales de fluorescencia. El citómetro de flujo permite detectar señales 
de fluorescencia procedentes de complejos antígeno/anticuerpo marcados con un fluorocromo y 
situados en una célula. Una vez que la muestra pasa por los láseres, estos dispersan la luz, por 
dispersión frontal (FSC: forward scatter) y lateral (SSC: side scatter). Por dispersión lateral también 
son recogidas las señales de fluorescencia de las moléculas de interés, en este caso el CD61 
marcado con FITC para la detección de las plaquetas y el CD62P marcado con PE, para la 
detección de plaquetas activadas (Carlson y cols., 1997; www.bd.com).  

 

http://www.bd.com/
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d. Inmediatamente recolectamos 15 μl de la muestra y la colocamos en 30 μl 

de  PBS 0,16 % PA. Se mezcló bien. 

 
e. Se incubo 15 min/20 ºC. Luego se añadió 1 mL de PBS 0,3 % albúmina y  

se centrifugó a 941 g/10 min. 
 

f. Se eliminó sobrenadante y se resuspendieron las plaquetas con 30 μl de 

PBS. 

 

g. Se tomaron 10 μl de la resuspensión y se añadió 5 μl de CD61-FITC (para 

la detección de población plaquetaria) y 5 μl CD62P-PE (para la detección 

de la activación plaquetaria). 

 

h. Se incubó todo 30 min/4 ºC, y se recolectaron 10 μl de esta muestra en 250 

μl de PBS. 

 

i. Por último se procedió a la medición de la expresión de los receptores de 

superficie. 

 
j. La adquisición fue de 50.000 eventos, en el citómetro FAC-Sort (Becton-

Dickinson), y el software utilizado fue el CELLQuestTM, que permite el 

análisis cuantitativo de los datos, así como el análisis logarítmico y 

combinaciones lógicas de varias regiones analizadas. Asimismo, realiza las 

compensaciones adecuadas en base a la información obtenida.  

 

 

Tabla  3: Concentraciones de los agonistas usados para la citometría de flujo. 

  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

       
  Reactivos 

Concentraciones 
de trabajo 

Concentraciones 
finales en  la  

muestra 
 
Hcy 

 
2,5 mM 

 
 200 µM 

 

Butionina Sulfoximina(BSO) 

 
62,5 mM 

 
5 mM 

 
Ácido Desoxicólico (DC)  

 
1,25 mM 

 
100 µM 

 

Ácido Quenodesoxicólico (CDC) 
 

1,25 mM 
 

100 µM 

 

Factor de Necrosis Tumoral-α (TNF-α) 
 

20 µg/mL 
 

1 µg/mL 

 

Interleiquina-6 (IL-6) 
 

20 µg/mL  
 

1 µg/mL 
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3.5 ENSAYO 5 

 

3.5.1 MEDICIÓN DE HOMOCISTEÍNA (Hcy) TOTAL EN PLASMA 

 

3.5.1.1   Principios del ensayo: INMUNO-ENSAYO COMPETITIVO 

 
    Se utilizó el kit IMMLITE/IMMULITE 1000. Requiere un pre-tratamiento 

preliminar de la muestra. La Hcy presente en el plasma, es liberada de sus proteínas de 

unión (albúmina en su mayoría) y convertida en S-adenosil-homocisteína (SAH) durante 

una incubación de 30 minutos a 37 ºC en presencia de S-adenosil-L-homocisteína hidrolasa 

y ditiotriol (DTT). 

 

      La muestra tratada y anticuerpos anti-SAH marcados con fosfatasa alcalina son 

introducidos simultáneamente en la unidad de reacción que contiene una bola de 

poliestileno recubierta con SAH. Durante 30 minutos de incubación, la SAH obtenida a 

partir de la muestra preparada compite con la SAH inmovilizada por la unión al anticuerpo 

anti-SAH unido a la fosfatasa alcalina. El conjugado enzimático no unido es eliminado 

mediante un lavado por centrifugación. (http://www.medical.siemens.com). 

 

3.5.2   OBTENCIÓN DE LA MUESTRA 

 

3.5.2.1 Sobrecarga con L-metionina 

 

a. La sobrecarga con metionina permitió amplificar la capacidad de detección 

de la hiperhomocisteinemia, asociada a la deficiencia de las vías de 

transulfuración (Burjel y cols., 2007). Por lo tanto, a los animales tanto 

controles como LCB de 21 días,  se les administró L-metionina (100 mg/Kg 

i.p.) (Ebrahimkhani y cols., 2005), y la sangre fue recolectada sobre hielo 2 horas 

más tarde, con EDTA-K3 (15 %) en una relación de 57 μl/5 mL de sangre. 

 

b.    Para la obtención del plasma: la sangre se centrifugó a 1938 g/10 min/4 ºC. 

 

c.    Se hicieron alícuotas de 1 mL y se guardó a -80 ºC. 

 

d. Las muestras fueron analizadas en la Facultad de Veterinaria en el Dpto. de  

Medicina y Cirugía Animal de la Universidad de Murcia. 

  

 
 

 
 

 
 

http://www.medical.siemens.com/
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4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

 Los resultados se expresan como media ± un error estándar, para valorar las 

diferencias estadísticas entre un mismo grupo. Para las comparaciones entre los grupos se 

utilizó el análisis de la varianza, seguido de t de Student, cuando era necesario, 

considerándose estadísticamente significativo un valor del nivel de significación p<0,05. 

Las respuestas de área bajo la curva fueron calculadas segundo a segundo en cada respuesta 

individual como el integral del aumento de calcio por encima de la basal, durante 180 

segundos. 
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1. CARACTERIZACIÓN  DE  LA  POBLACIÓN  
DE ESTUDIO  

 
 

 

  Los animales con la ligadura del conducto biliar (LCB), presentaron los signos 

característicos de la cirrosis, es decir, presencia de pigmentación amarilla a nivel cutáneo y 

orina, hepatomegalia, esplenomegalia, dilatación vascular generalizada y  ascitis en una 

cantidad variable. 

 

A medida que avanza la enfermedad, las ratas LCB presentan incremento en el 

tamaño del bazo, tanto en ratas tratadas como en las sin tratar con ácido fólico, dándonos 

una diferencia significativa con respecto a su control (p<0,05) (Tabla 1). En cuanto al peso 

corporal, hay una disminución en las LCB de 15 y 21días, sin tratamiento, aunque 

aumentan más tarde, debido a la presencia de ascitis. Los animales tratados con ácido 

fólico, disminuyen de peso de forma significativa a los 15 días de haberles realizado la 

ligadura. Comparando el peso corporal entre tratadas vs sin tratar, no encontramos 

diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

 

 
             

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

  
Ctrl 

Sin/tto 
(n=96) 

 
LCB(15d)  

Sin/tto 
(n=8) 

 
LCB(21d)  

Sin/tto 
(n=70) 

 
LCB(Asc)  

Sin/tto 
(n=64) 

 
Ctrl  

Con/tto 
(n=43) 

 
LCB(15d) 
Con/tto 
(n=13) 

 
LCB(21d) 
Con/tto 
(n=31) 

 
LCB(Asc) 
Con/tto 
(n=30) 

 
Peso 

Corporal 
     (g) 

 
 

321,9±5,2 

 
 
273,5±5,3* 

 
 

299,4±5,5* 

 

 
328,4±6,6 

 
 

305,8±8,1 
 

 
 

262,5±4,5♦ 
 

 
 

284,4±9,7 
 

 

 
330,5±8,6 

 

Bazo 

(g) 

 

0,8±0,02 

 

1,7±0,1* 

 

2,2±0,1* 

 

2,5±0,1* 

 

0,8±0,2 

 

1,7±0,1* 

 

2,2±0,1* 

 

2,55±0,1* 

Tabla 1: Valores del  peso corporal y del bazo, en animales control, LCB de 15, 21 días y con ascitis. Sin y   con 
tratamiento crónico con ácido fólico.  (*): p<0,05 vs Ctrl; (♦): p<0,05 vs Ctrl con/tto.   
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2. ALTERACIÓN DE LA FUNCIÓN PLAQUETARIA 
EN LOS DIFERENTES  ESTADIOS DE  LA  
CIRROSIS  HEPÁTICA BILIAR  
 

 
2.1 MEDICIÓN DE LA AGREGACIÓN PLAQUETARIA  
 

        Para la medición de la agregación en plasma rico en plaquetas (PRP), se tomaron en 

cuenta dos parámetros: el área bajo la curva (Fig. 1A) y la agregación máxima (Fig. 2A). 

En el primero, vemos que las plaquetas de los animales con LCB compensada, tras ser 

estimuladas con ADP (5 μM), presentaron un incremento de la respuesta a los 15 y 21 días 

respecto al grupo control, (p<0,05). En LCB con ascitis, el área de agregación disminuye 

con respecto al grupo control, (p<0,05) (Fig. 1, Tabla 2). Es decir, una vez que hay una 

cirrosis descompensada,  con aparición de ascitis, la agregación se ve disminuida (76,5 %) 

con respecto al control. 

 

 En cuanto al segundo parámetro, el porcentaje de agregación máxima, el mayor 

valor se encontró en las LCB de 15 y 21días, con respecto a su control, siendo ambos 

estadísticamente significativos, (p<0,05). En el grupo de LCB con ascitis no hubo 

diferencias significativas con respecto al control (Fig. 2, Tabla 2).  

 

 

 

 

                                                                       

                                                                   

 

    
                                                

                         

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: (A) Representación gráfica de la agregación plaquetaria expresada en área bajo la curva en 
respuesta al ADP (5 μM). (B) Agregación plaquetaria expresada en área bajo la curva en respuesta al ADP (5 
μM) en animales control (Ctrl) y con ligadura del conducto biliar (LCB) de 15, 21 días y con ascitis. (*): p<0,05 
vs Ctrl.   

B A 
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2.2 MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LA P-selectina 
 

2.2.1 RESPUESTA BASAL 
 

           Basalmente, es decir sin activación con ADP, vemos que hay una mayor expresión 

del receptor para la P-selectina, en LCB de 21 días y en LCB con ascitis, siendo 

estadísticamente significativo con respecto a su control, (p<0,05) (Tabla 3).  
 

2.2.2 RESPUESTA A  ADP (5 µM) 

 
           Tras la activación con ADP (5 µM), la expresión de P-selectina se ve 

significativamente aumentada en ratas LCB de 21 días con respecto a su control, (p<0,05). 

Sin embargo, las ratas LCB con ascitis presentan una expresión similar al control (Fig. 3, 

Tabla 3). 

  
Ctrl 

  Sin/tto 
 (n=6) 

 
LCB (15d)   

Sin/tto 
 (n=6) 

 
LCB (21d)   

Sin/tto 
 (n=7) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=6) 

 

Área de 

agregación  

 

100±0,9 

 

136±1,4 * 

 

145±0,8 * 

 

23,4±10,4 * 

 
Agregación 
máxima  

 

57,2±2  

 

73,9±2 * 

 

72,2±1,5 * 

 

49,3±3,6  

Tabla 2: Agregación plaquetaria en respuesta a ADP (5 μM), expresada en %, en el área y 
agregación máxima, en ratas control y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 días  y con 
ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 

Figura 2: (A) Representación gráfica de la agregación plaquetaria expresada en agregación máxima (%). 
(B) Agregación máxima (%) en respuesta al ADP (5 μM) en animales control (Ctrl) y con ligadura del conducto 
biliar (LCB) de 15, 21 días y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.   
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Ctrl 

Sin/tto 
 (n=6) 

 
LCB (21d)  

 Sin/tto 
 (n=6) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=8) 

 
Sin Activar 

 

6,6±1,2  

 

13,7±1,3 * 

 

15,4±3,5 * 

 
ADP (5 µM) 

10 min 

 

29,8±1,6 

 

65,8±0,6 * 

 

26,5±1,3 

 
ADP (5 µM)  

1 hr 

 

29,8±1,6 

 

76,4±0,7 * 

 

26,9±0,6 

Figura 3: Representación de la expresión de la P-selectina. Respuesta 
basal (sin activación) y tras la activación con ADP (5 μM) (con 1 hr de 
incubación con salino) en animales control, LCB de 21 días y con 

ascitis. (*): p<0,05 vs mismo Ctrl. 

Tabla 3: Valores de expresión de P-selectina, en unidades arbitrarias (UA), en 
animales control y con ligadura del conducto biliar de  21 días y con ascitis.  
(*): p<0,05 vs Ctrl. 
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3. ESTUDIO  DE LAS ALTERACIONES 
INTRÍNSECAS 

 

 
3.1  MEDICIÓN DEL Ca2+ INTRACELULAR 
 

3.1.1   NIVELES  BASALES  DE  Ca2+  INTRACELULAR 
 
           La figura 4 nos muestra la representación de los niveles basales de Ca2+ intracelular 
de los grupos con cirrosis biliar y control. Como vemos, son significativamente más altos 
en ratas LCB de 21 días y ascitis vs control. 
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3.1.2  LIBERACIÓN DE Ca2+ INTRACELULAR: 

         En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 μM) 

 
   La respuesta al agonista Tr en ausencia de Ca2+ extracelular (EGTA 200 µM) da 

lugar a un aumento intracelular de Ca2+, debido a la salida de Ca2+ de los depósitos 

intracelulares, encontrándose un aumento mayor en ratas LCB 21 días con respecto al 

control (p<0,05). Sin embargo, con ADP no encontramos diferencias significativas con 

ninguno de los grupos de estudio (Fig. 5, Tabla 4). 

 

 

 

Figura 4: Representación del área bajo la curva, de los niveles basales 
de Ca2+  intracelular (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 
días y ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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 Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB(21d)   

 

 
LCB(Asc)  

 
 

 Tr (0,1 U/mL) 

 

2366,1±229,1 

(n=10) 

 

3710,3±310,2 * 

(n=18) 

 

3035,2±813,6 

(n=5) 

 
Tr (0,3 U/mL) 

 

3988,3±309,1 

(n=8) 

 

5755,1±289,4 * 

(n=9) 

 

4542,5±655,6 

(n=6) 

 
ADP (5 μM) 

 

2073,2±99,1 

(n=14) 

 

2102,9±61,2 

(n=20) 

 

2333,3±315 

(n=6) 

Tabla 4: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la liberación de Ca2+ 

intracelular en respuesta a Tr y ADP en plaquetas de animales control, LCB 21 días 
y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl  
 

Figura 5: (A) Cambios del Ca2+ intracelular y (B) representación del área bajo la curva, en respuesta a la Tr (0,1 
y 0,3 U/mL), en ausencia de Ca2+ (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 días y ascitis. (*): p<0,05 vs 

ctrl.  

* 

 
 

 
 

* 

A B 

A B 
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3.1.3  ENTRADA DE Ca2+ EXTRACELULAR:  

         En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 μM) 

  
 

 Al ser estimuladas con los agonistas, en presencia de Ca2+ extracelular (1 mM), 

observamos un aumento de Ca2+intracelular, que corresponde tanto a la salida de éste 

desde los depósitos intracelulares como a la entrada desde el espacio extracelular. Existen  

diferencias significativas de este incremento entre animales control vs LCB de 21 días y 

ascitis en respuesta a Tr (0,1 U/mL), mientras que en respuesta a ADP (5 μM) solo hay 

diferencias en ratas LCB de 21 días vs control (Fig. 6, Tabla 5).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6: (A) Cambios del Ca2+ intracelular  y (B) representación del área bajo la curva, en respuesta  a la Tr (0,1 
U/mL) y ADP (5 μM), en presencia de Ca2+ (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 días y ascitis.  
(*): p<0,05 vs Ctrl. 
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3.1.4  NIVELES TOTALES DE Ca2+ PLAQUETARIO:  

         En respuesta a TG + Ionomicina 

 
  Para medir los niveles totales de Ca2+ intracelular almacenados en las diversas 

estructuras intra-plaquetarias, se eliminó todo el Ca2+ extracelular presente (EGTA 200 µM) 

y se estimuló su salida desde los almacenes con TG e ionomicina. El Ca2+ liberado por el 

grupo LCB de 21 días fue mayor que en el grupo control (p<0,05) (Fig. 7 y Tabla 6). 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
          
 

 

 Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 
 

 Tr (0,1 U/mL) 

 

8227,4 ±721,6 

(n=11) 

 

10658,7±348,4 * 

(n=11) 

 

10607,1±74 * 

(n=6) 

 
Tr (0,3 U/mL) 

 

78366,4 ±3770,7 

(n=7) 

 

84107,6 ±4262,5 

(n=12) 

 

98268,5 ±9620,7 

(n=6) 

 
ADP (5 μM) 

 

6347,7 ±276,4 

(n=14) 

 

7305,8 ±253,2 * 

(n=20) 

 

7661,1 ±1209,9 

(n=6) 

Tabla 5:  Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca2+  

intracelular en respuesta a la trombina y ADP en plaquetas de animales control y LCB 21 
días y con ascitis (*): p<0,05 vs Ctrl. 
 

Figura 7: (A) Cambios del Ca2+ intracelular y (B) representación del área bajo la curva, en respuesta a TG + 
Ionomicina, en ausencia de Ca2+ (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 días y ascitis. (*): p<0,05 vs 
Ctrl. 
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3.1.5   ENTRADA CAPACITATIVA DEL Ca2+ (ECC) 
 
   En ausencia de Ca2+ extracelular, el vaciamiento de los almacenes de Ca2+ con TG 

o únicamente de los sensibles a TBHQ, da lugar a un aumento de los niveles de Ca2+ 

intracitoplasmáticos, siendo mayor el efecto en plaquetas de ratas LCB de 21 días que en las 

de los controles. La aparición de ascitis revierte este efecto. Posteriormente, al adicionar 

Ca2+ al medio extracelular se produce un gran aumento de Ca2+ intracelular debido a la 

ECC. La ECC está disminuida en las plaquetas de las ratas cirróticas y la aparición de ascitis 

altera aún más este proceso (Fig. 8 y 9, Tabla 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agonista 

 
Ctrl 

(n=11) 

 
LCB (21d) 

(n=11) 

 
LCB (Asc) 

(n=5) 

 

TG+Iono 

 

6752,8±359,4 

 

 

8698,5±807,2 * 

 

 

6860,4±370,9 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

-30 0 30 60 90 120 150 180 27 57 87 117 147 177

Milla
res

Tiempo (s)

Niv
eles

 de 
[Ca++ ] (nM

)

CtrlLCB (21d)LCB (Asc)  

Tabla 6: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los niveles totales de 
Ca2+ intracelular en respuesta a TG + Ionomicina en plaquetas de animales control y 

LCB 21 días y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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Figura 8: (A) Efecto de la TG sobre los niveles de Ca2+ intracelular, en ausencia Ca2+ extracelular, y tras la adición 
de Ca2+, (B) Área bajo la curva en respuesta a la TG, (C) Área bajo la curva en respuesta al adicionar Ca2+, en 
plaquetas de animales control y LCB  de 21 días y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 

 

TG 

Ca2+ 

A 

   B C 



    

                               Resultados 

109 

 

 

 

 

 

                                      

                    

 

 
 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: (A) Efecto del TBHQ sobre los niveles de Ca2+ intracelular, en ausencia Ca2+ extracelular, y tras la adición de 
Ca2+, (B) Área bajo la curva en respuesta  a TBHQ, (C) Área bajo la curva en respuesta  al adicionar Ca2+, en 

plaquetas de animales control y LCB de 21 días y con ascitis. 
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3.1.6  ECC CON REGISTRO DE UNA TERCERA LONGITUD DE 

ONDA (360 nm) 
 
           Cuando estimulamos la ECC con TG y posteriormente administramos MnCl2, se 

produce una entrada del Mn2+ a través de los mismos canales de Ca2+ responsables de la 

ECC. Este Mn2+ se une al fura-2 intracelular y produce un apagamiento de su fluorescencia, 

que medimos en el punto isosbéstico (360 nm). A 360 nm, los cambios de fluorescencia 

son independientes de las concentraciones de Ca2+ intracelular y nos dan una estimación de 

la apertura de los canales responsables de la ECC. En la figura 10 vemos que el descenso 

de la fluorescencia a 360 nm, debido a la entrada capacitativa de Mn2+ es menor en las 

plaquetas de los animales cirróticos.  
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Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 
 
TG 
 
Ca2+ 

 
2533,3±507,3 

 
218794,2±22056,8 

(n=9) 

 
3222,1±317 

 
183770,1±8614,5 

(n=13) 

 
2928,2±568,4 

 

146814,5±24604  * 

(n=5) 

 
TBHQ 
 
Ca2+ 

 
2413,8±541,1 

 
120907,4±23338,6 

(n=5) 

 
3461,5±323,5 

 
111895  ±14439,8 

(n=7) 

 
2910,5±197,3 

 
88530,7±4879,4 

(n=6) 

Figura 10: Representación de los cambios porcentuales de la fluorescencia a 360 
nm  tras la administración de de MnCl2 (100 μM) en plaquetas de animales control, 
LCB  21 días y ascitis. 
 

Tabla 7: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) entrada capacitativa de Ca2+  intracelular 
en respuesta a la TG y TBHQ y tras la adición de Ca2+  extracelular en animales control y LCB de 21 
días y con Ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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3.1.7  PAPEL DEL ÓXIDO NÍTRICO (NO)  
     
3.1.7.1   Respuesta a L-NAME crónico (1 mg/Kg/día) 
  
         a.   Niveles Basales de Ca2+ intracelular 
 

              Las plaquetas de animales LCB de 21 días, tratados crónicamente con L-NAME  

(1 mg/Kg/día), también presentan niveles basales de Ca2+ significativamente más altos que 

sus controles (Fig.11, Tabla 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       

  
Ctrl 

(n=10) 

 
LCB (21d)   

(n=10) 

 

 

Ca2+ 

Basal 

 

 

25,5±0,8 

 

 

30,7±0,7  * 

 

Tabla 8: Valores del área bajo la curva 
(expresado en nM) de los niveles basales de 
Ca2+ en plaquetas de animales control y LCB 21 
días y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl.  
(*): p<0,05 vs Ctrl. 

Figura 11: Representación del área bajo la curva, de los niveles 
basales de Ca2+ intracelular (30 s de registro), en animales 
control y LCB de 21 días, tras ser tratadas crónicamente con L-
NAME. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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          b.   Liberación de Ca2+ intracelular: En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) 
 
      Al ser estimuladas con la trombina en ausencia de Ca2+ extracelular (EGTA 200 

µM), se produce un aumento intracelular de Ca2+, debido a la salida de Ca2+ de los 

depósitos intracelulares. Siendo también significativamente mayor en ratas LCB 21 días con 

respecto al control (Fig. 12, Tabla 9). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 
 

 Tr (0,1 U/mL) 

 

4151,5±399,3 

(n=5) 

 

7159,16±431,1 * 

(n=5) 

 
Tr (0,3 U/mL) 

 

6430,5±219,7 

(n=5) 

 

8557,8±283,3 * 

(n=5) 

Figura 12: (A) Cambios del Ca2+ intracelular  y (B) representación del área bajo la curva, en respuesta a la Tr 
(0,1 y 0,3 U/mL), en ausencia de Ca2+, (30 s de registro), en animales control y LCB de 21, tras ser tratadas 

crónicamente con L-NAME. (*): p<0,05 vs Ctrl.  

Tabla 9: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la 
liberación de Ca2+ intracelular en respuesta a la trombina en 
plaquetas de animales control y LCB 21 días, tratadas crónicamente 

con L-NAME.  (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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          c.   Entrada de Ca2+extracelular: En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) 
  
       Al ser estimuladas con los agonistas, en presencia de Ca2+ extracelular (1 mM), 

observamos que hay un aumento de Ca2+, desde la basal, que corresponde tanto a la salida 

de este, desde los depósitos intracelulares, como a la entrada desde el espacio extracelular. 

En este caso, no encontramos diferencias significativas entre controles y LCB de 21, tras 

ser tratadas crónicamente con L-NAME (Fig. 13, Tabla C-Anexos.) 

 

  

 
 
 
 
 
 

         d.   Niveles totales de Ca2+ Plaquetario: En respuesta  a TG + Ionomicina 
 
        Para medir los niveles totales de Ca2+ intracelular almacenados en las diversas 

estructuras intraplaquetarias, se eliminó todo el Ca2+ extracelular presente (EGTA 200 µM) 

y se estimuló su salida con TG más ionomicina. Como se aprecia, hay también diferencias 

significativas de este incremento entre animales control y LCB de 21 días tras el tratamiento 

crónico con L-NAME (Fig. 14, Tabla 10).  

 

 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14: (A) Cambios del Ca2+ intracelular  y  (B) representación del área bajo la curva, en respuesta a TG + 
Ionomicina, en ausencia de Ca2+ (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 días y ascitis, tras ser 
tratadas crónicamente con L-NAME. 
(*): p< 0,05 vs Ctrl. 

Figura 13: (A) Cambios del Ca2+ intracelular y (B) representación del área bajo la curva, en respuesta a la Tr 
(0,1 y 0,3 U/mL), en la entrada de Ca2+ extracelular, (30 s de registro), en animales control y LCB de 21, tras 

ser tratadas crónicamente con L-NAME.  
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          e.   Entrada Capacitativa del Ca2+ (ECC) 

 

      En ausencia de Ca2+ extracelular, la estimulación con TG y/o TBHQ da lugar a 

un aumento de Ca2+ intracelular, que es mayor en plaquetas de ratas LCB (Fig. 15A, Tabla 

11). Posteriormente, al adicionar Ca2+ al medio extracelular, se produce un gran aumento de 

Ca2+ intracelular debido a la ECC. Este aumento de Ca2+ es mayor  en controles que en 

animales cirróticos encontrándose diferencias significativas en LCB de 21 días, tratada 

crónicamente con L-NAME, pero solo en el protocolo de la TG (Fig. 15B y C, Tabla 11). 

            

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 Agonista 

 
Ctrl 

(n=5) 

 
LCB(21d)   

(n=5) 
 

TG + Iono 

 

11673,7±449,1 

 

15265,7±925,4 * 

 

Tabla 10: Valores del área bajo la curva (expresado en (nM) de los 
niveles totales de Ca2+ en respuesta a TG + Ionomicina, en animales 
control y LCB 21 días. (*): p<0,05 vs Ctrl. 

Figura 15: (A) Efecto de la TG sobre los niveles de Ca 2+ intracelular, en ausencia Ca2+ extracelular, y tras la 
adición de Ca2+, (B) Área bajo la curva en respuesta a la TG, (C) Área bajo la curva en respuesta  al adicionar 
Ca2+, en plaquetas de animales control y LCB  de 21 días, tratadas crónicamente con L-NAME. (*): p<0,05 vs 
Ctrl. 
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3.1.7.2   Disminución de la disponibilidad de NO con BSO 

 
         a.    Niveles Basales de Ca2+ intracelular 
 
               Los niveles basales de Ca2+ de las plaquetas, de animales control y LCB, tratados 

de forma aguda con BSO, presentaron diferencias significativas solo en animales LCB (21d) 

tratadas vs sin tratamiento con BSO (Fig. 16,  Tabla 12). 
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Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 
 

TG 

 
Ca2+ 

 

1860,6±172,6 

 
351853,7±351853,7 

(n=5) 

 

3491,7±296,7 * 

 

222661,2±9731,5 * 

(n=5) 

 
TBHQ 
 
Ca2+ 

 

1549,4±104 

 
94985,6±3358,5 

(n=5) 

 

2602,8±274,3 * 

 
89604,3±4292,5 

(n=7) 

Tabla 11: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la entrada 
capacitativa de Ca2+ intracelular en respuesta a la TG y TBHQ y tras la 
adición de Ca2+ extracelular en ratas control y LCB  de 21 días, tratadas 

crónicamente con L-NAME.(*): p<0,05 vs Ctrl. 

Figura 16: Representación del área bajo la curva, de los niveles basales 
de Ca2+ intracelular (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 
días y ascitis, tras ser tratadas agudamente con BSO. (*): p<0,05 vs LCB 
(21d) sin BSO. 
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         b.  Liberación de Ca2+ intracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mL) 
 
      Al ser estimuladas con la trombina en ausencia de Ca2+ extracelular (EGTA 200 

µM), se observa un aumento intracelular de Ca2+, debido a la salida de Ca2+ de los depósitos 

intracelulares. Existen diferencias significativas en los animales del grupo control sin 

tratamiento con BSO vs control tratadas con BSO (Fig. 17, Tabla 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                             

 
 
 
 
 

 

 
 

Ctrl 
 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)   

 
 
Sin BSO 

 

21,6±3,9 

(n=5) 

 

31,4±4,2 

(n=8) 

 

28,6±7,5 

(n=5) 

 

 Con BSO 

 

23,2±3,5 

(n=5) 

 

21,5±2 * 

(n=7) 

 

26,5±6,5 

(n=6) 

Figura 17: (A) Cambios del Ca2+ intracelular en respuesta a la Tr  (0,3 U/mL) en ausencia de Ca2+ extracelular en 
plaquetas tratadas agudamente con BSO de animales control, (B) Área bajo la curva, del efecto del tratamiento 
agudo con y sin BSO en respuesta a Tr  (0,3 U/mL), en ausencia de Ca2+ (30 s de registro), en animales control y 
LCB de 21 días y con ascitis. (*): p<0.05 vs ctrl sin BSO.  
 

Tabla 12: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los niveles 
basales de Ca2+ en plaquetas de animales control y LCB 21 días y con ascitis 
tratadas agudamente con BSO (5 mM). (*): p<0,05 vs LCB (21d) sin BSO. 
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           c.   Entrada de Ca2+ extracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mL) 
  

               Al ser estimuladas con el agonista, en presencia de Ca2+ extracelular (1 mM), 

observamos que se produce un aumento de Ca2+, desde la basal, que corresponde tanto a la 

salida desde los depósitos intracelulares como a la entrada desde el espacio extracelular. Si 

bien hay diferencias entre controles vs LCB, no se encontraron diferencias entre las 

plaquetas tratadas agudamente con BSO vs sin tratamiento (Fig. 18, Tabla D-anexos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

Ctrl 
 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)   

 
 
Sin BSO 

 

5129,5±394,6 

(n=5) 

 

5246,6±412,9 

(n=8) 

 

5349,8±925,4 

(n=5) 

 

Con BSO 

 

3947,1±279,4 * 

(n=5) 

 

4540,1±419,3 

(n=7) 

 

4908,7±685,1 

(n=7) 

Tabla 13: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la liberación 
de Ca2+ intracelular  en respuesta a la Tr (0,3 U/mL) en plaquetas de animales 
control y LCB 21 días y con ascitis, tratadas agudamente con BSO. 
(*): p<0,05 vs Ctrl sin BSO. 

Figura 18: (A) Cambios del Ca2+ intracelular  y (B) Área bajo la curva, del efecto del tratamiento agudo con y sin 
BSO en respuesta a la Tr (0,3 U/mL), en presencia de Ca2+ (30 s de registro), en animales control y LCB de 21 
días y con ascitis.  
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        d.    Niveles totales de Ca2+  plaquetario: En respuesta TG + Ionomicina 
 

        Para medir los niveles totales de Ca2+ intracelular almacenados en las diversas 

estructuras intraplaquetarias, se eliminó todo el Ca2+ extracelular presente (EGTA 200 µM) 

y se estimuló su salida con tapsigargina e ionomicina, encontrándose diferencias 

significativas de este incremento entre animales tratados agudamente con BSO vs sin tratar, 

en controles y en LCB de 21 días (Fig. 19 y Tabla 14). 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                   

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)   

 
 
Sin BSO 

 

8367,2 ±457,6 

(n=5) 

 

9700±1162,9 

(n=7) 

 

8969,4±1187,8 

(n=7) 

 

Con BSO 

 

5791,5±632,6 * 

(n=5) 

 

7075,4±502,8 * 

(n=7) 

 

7880,5±1435,6 

(n=7) 

Tabla 14: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los niveles 
totales de Ca2+ liberado en respuesta a TG + Ionomicina, en plaquetas de 
animales control, LCB 21 días y ascitis, tratadas agudamente con BSO. 

(*): p<0,05 vs mismo grupo sin BSO. 

Figura 19: (A) Cambios del Ca2+ intracelular y (B) Área bajo la curva, en respuesta a TG + Ionomicina, en 
ausencia de Ca2+ (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con y sin BSO, en animales control, 

LCB de 21 días y ascitis. (*): p<0,05 vs mismo grupo sin BSO. 
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          e.   Entrada capacitativa de Ca2+ (ECC) 

 

       En ausencia de Ca2+ extracelular, la estimulación con TG y/o TBHQ da lugar a 

un aumento de Ca2+ intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB con y sin 

tratamiento con BSO (Fig. 20 A y B). El tratamiento con BSO produjo una disminución 

significativa, tanto en respuesta a la tapsigargina como al adicionar Ca2+, en ratas LCB de 

21días (Fig. 20 C, Tabla 15).  

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

Figura 20: Entrada Capacitativa de Ca2+ (ECC). (A) Efecto de la TG sobre los niveles de Ca2+ intracelular, en 
ausencia Ca2+ extracelular y tras la adición de Ca2+; en plaquetas sin tratamiento agudo con BSO y (B) con 
tratamiento agudo con BSO, (C) Área bajo la curva de la ECC tras la adición de TG y Ca2+, en plaquetas de 
animales control, LCB de 21 días y con ascitis tratadas agudamente con y sin BSO. (*): p<0,05 vs LCB (21d) sin 
BSO.  
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En general, el vaciamiento de los almacenes de NO, con BSO, produjo una menor 

ECC, siendo esta disminución significativa en las plaquetas del grupo LCB 21 días, con 

respecto al grupo control y a su mismo grupo sin tratar (Fig. 21 C, Tabla 16).  

 

 

 

 

 

 

                            

 

 

 

 

 

                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)   

 
Sin tto BSO 

TG 
 

Ca2+ 

 

2326,1±407,3 

 
266693,4±51707,4 

(n=5) 

 

4487,2±  216,7 

 
257848,2±24531 

(n=7) 

 

3187,3± 449,6 

 
231949,1±33575,5 

(n=5) 

Con tto BSO 

TG 

 
Ca2+ 

 

1871,7±224,2 

 
228653,8±36085,5 

(n=5) 

 

3631,26±296,1 * 

 
190139,1±  12627,8 * 

(n=7) 

 

3342,6±779 

 
168913,8±8863,1 

(n=5) 

 

Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)   

 
Sin tto BSO 

TBHQ 
 

Ca2+ 

 

2413,8 ± 541,1 

 
120907,4± 23338,6 

(n=5) 

 

3461,5 ± 323,5 

 
111895  ± 14439,8 

(n=7) 

 

2910,5 ± 197,3 

 
88530,7 ± 4879,4 

(n=6) 

Con tto BSO 

TBHQ 

 
Ca2+ 

 

2117,2 ± 237 

 
101310,3±16184,3 

(n=5) 

 

2754,5 ± 175 

 

76002,8±5233 * 

(n=7) 

 

2288,7 ± 308,9 

 
78956,3 ± 5530,2 

(n=5) 

Tabla 16: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada Capacitativa de 
Ca2+ intracelular en respuesta a TBHQ y tras la adición de Ca2+ extracelular en plaquetas 
tratadas agudamente con BSO, en animales control, LCB de 21 días y con ascitis. 

(*): p<0,05 vs LCB (21d) sin/BSO. 
 

Tabla 15: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la entrada capacitativa de 
Ca2+ intracelular en respuesta a TG y tras la adición de Ca2+ extracelular  en plaquetas 
tratadas agudamente con BSO, en animales  control, LCB de 21 días y con ascitis. 
 (*): p<0,05  vs LCB (21d) sin/tto BSO. 
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Figura 21: Entrada capacitativa de Ca2+ (ECC). (A) Efecto del TBHQ sobre los niveles de Ca2+ intracelular, en 
ausencia Ca2+ extracelular y tras la adición de Ca2+; en plaquetas con y sin tratamiento agudo con BSO en LCB de 
21 días, (B) Área bajo la curva del efecto de la TBHQ y (C) tras la adición de Ca2+, en plaquetas de animales 
control, LCB  de 21 días y con ascitis tratadas agudamente con BSO. (*), p<0,05 vs LCB (21d) sin BSO. 
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3.2  PRODUCCIÓN  DE  ESPECIES  REACTIVAS  DE 
OXÍGENO (ROS) 

 
3.2.1  EN RESPUESTA A  H2O2, Trombina  y ADP  
 
          En la figura 22 se representan los cambios de ROS en los diferentes grupos 

experimentales tras la adición de H2O2 (1 mM), siendo similares en todos los grupos de 

estudio (Fig. 22, Tabla 17). 
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          Tras la estimulación con Tr (0,3 U/mL), las plaquetas de animales cirróticos 

producen más ROS que el grupo control, pero la presencia de ascitis aumenta aun más 

dicha producción (p<0,05) (Fig. 23, Tabla 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

   

 

 

 

 

Figura 22: Representación de los niveles de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) en respuesta a H2O2 (1 mM), (420 s de registro ó 7 
min), en plaquetas de animales control, LCB de 21 días y ascitis.  

Figura 23: (A) Representación de los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) en respuesta a Tr (0,3 
U/mL), (B) mismos datos, expresados en área bajo la curva, (420 s de registro  ó 7 min), en plaquetas de animales 
control, LCB de 21 días y ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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La producción de ROS tras la estimulación con ADP (5 µM) fue casi inapreciable 

tanto para controles como para animales cirróticos (Fig. 24, Tabla 17). 

 

                       

 
Respuesta a ADP (5 uM)

-0,1

0,1

0,3

0,5

0,7

0,9

1,1

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420

Tiempo (s)

N
iv

e
le

s
 d

e
 R

O
S

 (
U

A
)

Ctrl

LCB (21d)

LCB (Asc)

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 

H2 O2 (1mM) 

 

0,5±0,1  

(n=14) 

 

0,5± 0,1  

(n=8) 

 

0,6+±0,1 

(n=10) 

 
Tr (0,3 U/mL) 

 

0,1±0,01 

(n=8) 

 

0,3±0,1 

(n=7) 

 

0,7±0,2 * 

(n=5) 

 

ADP (5 µM)  

 

0,01± 0,01 

(n=8)  

 

0,01±0,01 

(n=4) 

 

0,01±0,01 

(n=5) 

Tabla 17: Valores del área bajo la curva expresada en unidades arbitrarias (UA) 
de los niveles de ROS en respuesta a H2O2, trombina y ADP en animales control, 

LCB de 21 días y con ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
 

Figura 24: Representación de los niveles de especies reactivas de 
oxígeno (ROS) en respuesta a ADP (5 µM) (420 s de registro ó 7 min), 
en plaquetas de animales control, LCB de 21 días y ascitis.  
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4. ESTUDIO DEL PAPEL DE LOS FACTORES  
PLASMÁTICOS (Factores extrínsecos) 

 
 

4.1 EFECTO AGUDO DE LAS CITOQUINAS Y DE LA 
BUTIONINA SULFOXIMINA (BSO): sobre la expresión de 

P-selectina 
 

Tras la incubación con IL-6 y TNF-α y la posterior activación con ADP (5 µM), no 

se encontró ningún efecto de las citoquinas sobre la expresión de la P-selectina con 

respecto a su control basal (salino), para cada grupo de estudio. 

 
Sin embargo, se mantienen sus altos niveles de expresión, en ratas LCB de 21 días, 

con respecto al grupo control (p<0,05), tanto para las plaquetas incubadas con salino como 

para las incubadas con IL-6 y TNF-α (Tabla 18). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
              
 
 
                      

 
 

 

Tras la incubación de 1 hora con BSO y la posterior activación con ADP (5 µM), no 

se encontró ningún efecto sobre la expresión de la P-selectina con respecto a su control 

basal (salino), para cada grupo de estudio. 

 

Pero se mantienen sus altos niveles de expresión, en ratas LCB de 21 días, con 

respecto al grupo control (p<0,05), tanto para las plaquetas incubadas con salino como 

para las incubadas con la BSO (Tabla 19). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ctrl 
Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (21d)  

Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=3) 

 
Salino  

 

29,8±1,6 

 

76,3±0,7 * 

 

26,95±0,6 

 
IL-6 (1 µg/mL) 

 

23,4±1,7 

 

75,5±0,7 * 

 

26,9±1,9 

 
TNF-α (1 µg/mL) 

 

25,2±2,4 

 

76,9±0,3 * 

 

28,9±2,4 

Tabla 18:  Valores de expresión de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), en 
respuesta a ADP (5 µM), en ratas control y con ligadura del conducto biliar de 21 
días y con  ascitis, tras el tratamiento agudo con IL-6 y TNF-α. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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4.2 EFECTO AGUDO DE LOS ÁCIDOS BILIARES 
 

4.2.1 MEDICIÓN DE LA  EXPRESIÓN DE P-selectina  

 
  Tras la incubación de 10 minutos con ácido desoxicólico (DC), acido 

quenodesoxicólico (CDC) y salino, y la posterior activación con ADP (5 µM), no se 

encontraron diferencias con respecto a su control basal (salino).  

 
  Sin embargo, se mantienen los altos niveles de expresión de la P-selectina en ratas 

LCB de 21 días, tanto para las plaquetas incubadas con salino como para las incubadas con 

CDC y DC con respecto al grupo control, (p<0,05) (Fig. 25, Tabla 20). 
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Ctrl. 

Sin/Tto 
 (n=3) 

 
LCB(21d)  
Sin/Tto 
 (n=3) 

 
LCB(Asc)  

Sin/Tto 
(n=3) 

 
Salino   

 

29,8±1,6 

 

76,3±0,7 * 

 

26,9±0,6 

 
BSO (5 mM) 

 

30±1,2 

 

77,8±0,4 * 

 

27,1±1 

Tabla 19: Valores de expresión de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), 
en respuesta a ADP (5 µM), en animales control, LCB de 21 días y con 
ascitis, tras el tratamiento agudo con BSO. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
 

Figura 25: Valores de expresión 
de P-selectina en unidades 
arbitrarias (UA), en plaquetas de 
animales control, LCB de 21 días y 
con ascitis, tras el tratamiento 
agudo con ácidos biliares. 

 (*): p< 0,05 vs Ctrl. 
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4.2.2  MEDICIÓN DEL Ca2+ INTRACELULAR  

 
4.2.2.1   Niveles Basales de Ca2+ intracelular 
 

     Las plaquetas de animales LCB de 21 días y ascitis, tratados agudamente con DC y 

CDC (100 μM), presentan niveles basales de Ca2+ significativamente más altos que su 

control salino (Fig. 26, Tabla 21).   
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Ctrl 

Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (21d)  

Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=3) 

 
Salino 

 

29,8±1,6  

 

65,8±0,6  * 

 

26,5±1,3 

 

DC   (100 µM) 

 

25,4±2,1 

 

62,5±0,8 * 

 

26,6±1,4 

 

CDC (100 µM) 

 

22,7±4 

 

65,4±1,1 * 

 

28,2±1,5 

Tabla 20: Valores de expresión de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), en 
controles, LCB de 21 días y con ascitis, tras el tratamiento agudo con ácidos 

biliares. (*): p< 0,05 vs Ctrl. 

Figura 26: Representación del área bajo la curva, de los niveles 
basales de Ca2+ (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente 
con ácido desoxicólico (DC), ácido quenodesoxicólico (CDC) y salino 
como control, en animales LCB de 21 días, ascitis y controles. 
(*): p<0,05 vs mismo grupo salino. 
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4.2.2.2  Liberación de Ca2+ intracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mL) 
 

            Al ser las plaquetas estimuladas con trombina en ausencia de Ca2+ extracelular 

(EGTA 200 µM), se produce un aumento intracelular de Ca2+, debido a la salida de Ca2+ de 

los depósitos intracelulares, siendo mayor en LCB 21 días, pero en este mismo grupo, tras 

el tratamiento agudo con DC, se produjo una disminución de dicha liberación de Ca2+ de 

manera significativa con respecto a su control salino (Fig. 27, Tabla 22). 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Ctrl 

(n=6) 

 
LCB (21d)  

(n=5) 

 
LCB (Asc)  

 (n=6) 
 
Salino 

 

13,6±2 

 

29,9± 3,1  

 

28,9±2,1  

 

DC (100 µM) 

 

23,4±4,4 * 

 

46,7± 7,3 * 

 

35,7±2,1 * 

 

CDC (100 µM) 

 

34,1±6,1 * 

 

65,2±11,8 * 

 

38,7±4,1 * 

Tabla  21: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los niveles 
basales de Ca2+ intracelular en animales  control, LCB 21 días y con ascitis, 
tras el tratamiento agudo con ácidos biliares. (*): p<0,05 vs mismo grupo 
salino. 
 

Figura 27: (A) Cambios del Ca2+ intracelular  y (B) representación del área bajo la curva, de la liberación de Ca2+ 
intracelular (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con ácido desoxicólico (DC), ácido 

quenodesoxicólico (CDC) y salino como control, en animales LCB de 21 días. (*): p<0,05 vs salino. 
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4.2.2.3   Entrada de Ca2+ extracelular: En respuesta a Tr (0,3 U/mL) 
  
             Al ser estimuladas con el agonista, en presencia de Ca2+ extracelular (1 mM), 

observamos que hay un aumento de Ca2+, desde la basal, que corresponde tanto a la salida 

desde los depósitos intracelulares, como a la entrada desde el espacio extracelular. 

Observamos que el tratamiento agudo con ácido desoxicólico (DC) produce una 

disminución significativa de dicha entrada de Ca2+ extracelular y de los depósitos, tanto en 

plaquetas de animales control como en LCB respecto a su control salino (Fig. 28, Tabla 

23).  

 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Ctrl 

(n=6) 

 
LCB (21d)  

(n=5) 

  
LCB (Asc)  

 (n=6) 
 
Salino 

 

4794,2±514,8 

 

6274,4±  567,3 

 

5444,6±758,7 

 

DC  (100 µM) 

 

4289,3±496 

 

4281±192,5 * 

 

4629,1±691,2 

 

CDC (100 µM) 

 

4125,6±489,1 

 

5122,3±452,5 

 

4295,8±632,2 

Tabla 22: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la liberación 
de Ca2+ intracelular en controles, LCB 21 días y con ascitis, tras el 
tratamiento agudo con ácidos biliares. (*): p<0,05 vs LCB (21d) salino. 
 

Figura 28: (A) Cambios del Ca2+ intracelular  y (B) representación del área bajo la curva, de la entrada de Ca2+ 
extracelular (30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con ácido desoxicólico (DC), acido 

quenodesoxicólico (CDC) y salino, en animales LCB de 21 días. (*): p<0,05  vs mismo grupo salino. 
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4.2.2.4   Niveles totales de Ca2+ plaquetario: En respuesta TG + Ionomicina 
 
      Para medir los niveles totales de Ca2+ intracelular almacenados en las diversas 

estructuras intraplaquetarias, se eliminó todo el Ca2+ extracelular presente (EGTA 200 µM) 

y se estimuló su salida con tapsigargina más ionomicina. En este caso no encontramos 

diferencias significativas de este incremento entre animales tratados agudamente con ácido 

desoxicólico (DC) y ácido quenodesoxicólico (CDC), en relación con su mismo grupo 

salino (Fig. 29, Tabla E-Anexos). 
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Ctrl 

(n=6) 

 
LCB (21d)  

(n=5) 

 
LCB (Asc)  

 (n=6) 
 
Salino 

 

84544,7±4524,2 

 

97889,7±7025,1 

 

97676,6±4469,5 

 

DC   (100 µM) 

 

62195,8±4185,3 * 

 

61936,3±5735,4 * 

 

77516,1±5331,1 * 

 

CDC (100 µM) 

 

81976,1±5254,7 

 

75173,7±9448,9 

 

93690,4±4786,5 

Tabla 23: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca2+ 
extracelular en controles, LCB 21 días y con ascitis, tras el tratamiento agudo con ácidos 

biliares. (*): p<0.05 vs mismo grupo salino. 

Figura 29: Cambios del Ca2+ intracelular de los niveles totales de Ca2+ 
(30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con ácido 
desoxicólico (DC), acido quenodesoxicólico (CDC) y salino,  
representación de los tres grupos de estudio: control, LCB de 21 días y 
ascitis. 
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4.2.2.5   Entrada capacitativa del Ca2+ (ECC): En respuesta a TG y/o TBHQ 
  
     En ausencia de Ca2+ extracelular, la estimulación con tapsigargina da lugar a un 

aumento de Ca2+ intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB. El tratamiento 

agudo con el ácido desoxicólico (DC) y quenodesoxicólico (CDC) produce un aumento de 

Ca2+ intracelular tanto en controles como en ratas LCB comparadas con su mismo control 

salino, pero siendo de forma más significativa mayor en los animales control, pero solo 

para el tratamiento con CDC (Fig. 30A, Tabla 24A).  

     Posteriormente al adicionar Ca2+ al medio extracelular, se produce un gran 

aumento de Ca2+ intracelular debido a la ECC. Este aumento de Ca2+ es mayor  en 

controles que en ratas cirróticas Pero el tratamiento agudo con el DC y CDC produce, de 

forma significativa, un menor ingreso de Ca2+ extracelular tanto en controles como en ratas 

LCB comparadas con su mismo control salino, (Fig. 30B, Tabla 24B ). 

           

                  

 

    
 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Entrada Capacitativa de Ca2+ (ECC). (A) Cambios del Ca2+ intracelular  del efecto de la TG y Ca2+. (B) 
Área bajo la curva de la ECC, en respuesta a la TG y (C) en respuesta a Ca2+, en plaquetas de animales control y 
LCB de 21 días y con ascitis, tratadas agudamente con ácido quenodesoxicólico (CDC), ácido desoxicólico (DC) 

y salino como control basal. (●): p<0,05 vs LCB (21d) salino; (*): p<0,05 vs mismo grupo salino. 
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 Y para el TBHQ, el tratamiento agudo con el ácido desoxicólico (DC) y 

quenodesoxicólico (CDC) no produce ningún cambio del Ca2+ intracelular en ninguno de 

los grupos de estudio comparados con su control salino. Pero el tratamiento agudo con el 

DC produce, de forma significativa, un menor ingreso de Ca2+ extracelular tanto en 

controles como en ratas LCB comparadas con su mismo control salino, y el ácido CDC 

solo se ve que disminuye en animales LCB con ascitis (Fig. 31, Tabla 25). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

Respuesta a  

Ca2+ 

 
Ctrl 

(n=6) 

 
LCB(21d)  

(n=5) 

 
LCB(Asc)  

 (n=6) 

 
 
Salino 

 

240062,5 

± 

30443,2 

 

233810,4 

± 

14046 

 

206671,5 

± 

21004,5 

 

DC   

(100 µM) 

 

80827 

± 

9664,8 * 

 

64741,4 

± 

11794,2 * 

 

78125,5 

± 

4256,1 * 

 

CDC 

(100 µM) 

 

119926 

± 

26293,5 * 

 

114212,3 

± 

24036,2 * 

 

120262,3 

± 

12111,2 * 

A  

Respuesta a 

TG 

 
Ctrl 

(n=6) 

 
LCB(21d)  

(n=5) 

 
LCB(Asc)  

 (n=6) 

 
 
Salino 

 

2138,3 

± 

247,5 

 

3745,1 

± 

406 

 

3583 

± 

655,7 

 

DC   

(100 µM) 

 

2823,8 

± 

326,3 

 

4761,7 

± 

782,8 

 

4066,9 

± 

607,3 

 

CDC 

(100 µM) 

 

4335,8 

± 

910,9 ● 

 

4702,8 

± 

881,6 

 

4910,1 

± 

978,7 

 

Respuesta a  

Ca2+ 

 
Ctrl 

(n=6) 

 
LCB (21d)  

(n=5) 

 
LCB (Asc)  

 (n=6) 

 
Salino 

 

93394,4±5859,4 

 

103488±25993,7 

 

122119,9±7258,9 

 

DC   

(100 µM) 

 

9813,5±6978,8 * 

 

41534,8±15836,2 * 

 

65673,1±8070,3 * 

 

CDC 

(100 µM) 

 

67611,2±15215,4 

 

 

87677,3±28655,5 

 

 

94845,5±9764,6 * 

Tabla 24: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la ECC (A) en respuesta a TG y (B) en respuesta a 
Ca2+ extracelular en controles, LCB 21 días y con ascitis, tras el tratamiento agudo con ácidos biliares. (●): p<0,05 
vs Ctrl salino; (*): p<0,05 vs mismo grupo salino. 

Tabla 25: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la entrada 
capacitativa de Ca2+ extracelular en controles, LCB 21 días y con ascitis, tras el 
tratamiento agudo con ácidos biliares. (*): p<0,05 vs mismo grupo salino. 
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Figura 31: Entrada capacitativa de Ca2+ (ECC). (A) Cambios del Ca2+ intracelular  del efecto de la TBHQ y Ca2+, (B) 
área bajo la curva de la ECC, en respuesta a la TG y (C) en respuesta a Ca2+, en plaquetas de animales control y 
LCB de 21 días y con ascitis, tratadas agudamente con acido quenodesoxicólico (CDC), ácido desoxicólico (DC) y 
salino como control basal. (*): p<0,05 vs mismo grupo salino. 

 

   B C 

A 

TG 

Ca2+ 



    

                               Resultados 

133 

 

                  
4.3 EFECTO AGUDO DE LA HOMOCISTEÍNA (HCY) 

 

4.3.1 NIVELES  PLASMÁTICOS DE HCY 
 

  La Hcy en plasma fue medida en su estado basal y después de la administración de 

L-metionina (100 mg/Kg i.p.). Basalmente no se observan diferencias entre Ctrl y LCB. Sin 

embargo, tras la sobrecarga, tanto LCB como Ctrl, presentan niveles elevados de Hcy, 

siendo en los animales cirróticos los niveles significativamente más altos que en su grupo 

control (con sobrecarga L-metionina) (Fig. 32, Tabla N-Anexos). 
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4.3.2 EFECTO AGUDO DE LA HCY EN LA AGREGACIÓN  
PLAQUETARIA 

 

  Para estudiar el efecto agudo de la homocisteína (Hcy) en la agregación plaquetaria, 

hemos sometido a las plaquetas a una incubación previa con concentraciones de Hcy 

crecientes (10, 25 y 100 μM) durante 5 minutos a 37 ºC y como control basal se incubó con 

cisteína (Cys). Posteriormente, fueron estimuladas con ADP (5 μM).  

 
 Tomando en cuenta el área de agregación, el estudio mostró que en las ratas 

control y LCB (15d y 21d), el tratamiento con Hcy produjo un incremento significativo, 

con respecto a su basal sin tratamiento, (p<0,05) (Fig. 32, Tabla 26). Pero, en los animales 

LCB con ascitis no se observaron diferencias significativas con respecto a su basal, 

(p<0,05) (Fig. 33, Tabla 26).    

Figura 32: Concentraciones de Homocisteína (Hcy) en plasma. Basal y 
post-sobrecarga con L-metionina, en animales control y LCB de 21 
días. (*): p<0,05 vs mismo grupo basal; (●): p<0,05 vs Ctrl con 
sobrecarga L-metionina.  
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Pero, si tomamos en cuenta el porcentaje de agregación máxima, solo hay 

diferencias en ratas control, produciéndose un incremento en la agregación a las 

concentraciones de (25 μM) (69,9±4,1 %) y (100 μM) (68,2±2,8 %) con respecto a su 

control, (57,2± 2 %), (p<0,05) (Tabla A-Anexos).    
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Ctrl 

Sin/tto 
 (n=6) 

 
LCB (15d)   

Sin/tto 
 (n=6) 

 
LCB (21d)   

Sin/tto 
 (n=7) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=6) 

 
Basal 

 

100±0,9 

 

136,9±1,4 

 

145,2±0,8 

 

23,4±0,4 

 

Hcy (10 µM)  

 

128±4,3 * 

 

155,5±1,1 * 

 

171,2±1,3 * 

 

24,4±0,5 

 

Hcy (25 µM) 

 

130±1,7 * 

 

158,1±1,7 * 

 

173,5±1,7 * 

 

25,8±0,3  

 

Hcy (100 µM) 

 

134±1,1 * 

 

165,3±1,7 * 

 

170,6±2,2 * 

 

24,5±0,4 

Tabla 26: Valores del área de agregación con respecto al control, expresado en %. En 
animales control y con LCB de 15, 21 días y con ascitis, tras el tratamiento agudo con 
Homocisteína. (*): p<0,05 vs  mismo grupo basal. 

Figura 33: Efecto del tratamiento agudo con Homocisteína (Hcy), a diferentes concentraciones, 
en el Área de agregación plaquetaria (expresada en %), tras ser estimuladas con ADP (5 μM), 

en animales control y  LCB de 15, 21 días y ascitis. (*): p< 0,05 vs mismo grupo basal. 
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4.3.3 MEDICIÓN DE LA  EXPRESIÓN DE P-selectina 
 

           Tras la incubación con la Hcy y la posterior activación con ADP (5 µM), no se 

encontró ningún efecto sobre la expresión de la P-selectina con respecto a su control basal 

cisteína (Cys), para cada grupo de estudio. 
 

  Pero se mantiene, de forma significativa, una mayor expresión de la P-selectina en 

ratas LCB de 21 días, tanto para las plaquetas incubadas con salino, como para las con Hcy, 

con respecto al grupo control, (p<0,05) (Fig. 34, Tabla 27). 
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Ctrl 

Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (21d)  

 Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=3) 

 
Basal  

 

29,8±1,6 

 

65,8±0,6  

 

26,5±1,3 

 

Hcy (200 µM) 

 

28,5±3,9 * 

 

63,4±1,5 * 

 

26,3±0,8 * 

Tabla 27: Valores de expresión de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), 
en controles y con LCB de 21 días y con ascitis, tras el tratamiento agudo con 
Hcy. (*): p<0,05 vs mismo grupo basal. 
 

 
 

Figura 34: Valores de expresión de P-selectina en unidades arbitrarias (UA), en 
plaquetas de animales control y LCB de 21 días y con ascitis, tras el tratamiento 
agudo Hcy. (*): p< 0,05 vs mismo grupo basal. 
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* 
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4.3.4  MEDICIÓN DE Ca2+ INTRACELULAR 
 
4.3.4.1   Niveles Basales de Ca2+ intracelular 
 

   Las plaquetas de animales control, LCB de 21 días y ascitis, tratados agudamente 

con Hcy (10 y 25 μM), presentan niveles basales de Ca2+ más altos que sus controles 

basales (tratados con cisteína). Pero esta diferencia es estadísticamente significativa en 

controles y en LCB de 21 días, siendo para este último grupo solo a la concentración de 

Hcy 25 μM (Fig. 35, Tabla 28). 
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Agonistas 

 
Ctrl 

Sin/tto 
 (n=5) 

 
LCB (21d)   

Sin/tto 
 (n=12) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=6) 

 
Basal 

 

17,5±2,3 

 

36,4±3,1 

 

39,9±7 

 

Hcy (10 µM)  

 

36,2± 5,6 * 

 

46,7±6,1 

 

50,1±9,2 

 

Hcy (25 µM) 

 

40,7±8,2 * 

 

65,8± 13,4 * 

 

43,6±7,4 

Figura 35: Representación del área 
bajo la curva, de los niveles basales de 
Ca2+ (30 s de registro), de plaquetas 
tratadas agudamente con Hcy (10 y 25 
μM) y cisteína (Cys) como control basal, 
en animales control, LCB de 21 días y 
ascitis. (*): p<0,05 vs mismo grupo 
basal. 

Tabla 28: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los 
niveles basales de Ca2+ intracelular en controles, LCB 21 días y con 
ascitis, tras el tratamiento agudo Hcy. (*): p<0,05 vs mismo grupo 
basal.   
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4.3.4.2   Liberación de Ca2+intracelular: Respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 μM) 
 
             Al ser estimuladas con la trombina y ADP (5 μM), en ausencia de Ca2+ extracelular 

(EGTA 200 µM), se produce un aumento intracelular de Ca2+, debido a la salida de Ca2+ de 

los depósitos intracelulares. El tratamiento agudo con Hcy a 10 y 25 μM, no produjo 

ningún aumento en ninguno de los grupos de estudio, para ninguno de los agonistas (Fig. 

36, Tabla F-Anexo). 
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4.3.4.3   Entrada de Ca2+ extracelular: En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) 
  
 El tratamiento agudo con Hcy (10 y 25 μM) no produjo un mayor incremento tras 

ser estimuladas con Tr (0,1 μM), para ninguno de los grupos de estudio. En cambio con Tr 

(0,3 μM), la Hcy (10 y 25 μM) produjo una mayor respuesta en animales control y LCB de 

21 días, aunque en este último grupo la respuesta fue significativa sólo con Hcy 25 μM (Fig. 

37, Tabla 29).  
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Ctrl 
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 (n=7) 

 
LCB (21d)   

Sin/tto 
 (n=12) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=6) 

 
Cys 

 

78366,4±3770,7 

 

84107,6±4262,5 

 

98268,5±9620,7 

 

Hcy (10 µM) 

 

106118,1± 11900,8 * 

 

99076,8±8833,6 

 

105979,7±19846,4 

 

Hcy (25 µM) 

 

107675,4±13398,5 * 

 

159484,8± 28008,5 * 

 

96220,6±11617 

Tabla 29: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca2+ 
extracelular en respuesta a Tr (0,3 U/mL), en controles, LCB 21 días y con ascitis, tras el 
tratamiento agudo con Hcy. (*): p<0,05 vs  mismo grupo Cys. 

Figura 36: Cambios del Ca2+ 

intracelular  de la liberación de Ca2+ 
intracelular (30 s de registro), de 
plaquetas tratadas agudamente con 
Hcy, representación de los tres grupos 
de estudio: control, LCB de 21 días y 
ascitis.  
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Figura 37: (A) y (B) Cambios del Ca2+ intracelular de la Entrada de Ca2+ en respuesta a Tr  (0,3 
U/mL) tras la incubación con Hcy (10 y 25 μM) en animales control y LCB de 21 días, 
respectivamente (30 s de registro), (C) representación del Área bajo la curva de las figuras (A y B) de 
plaquetas tratadas agudamente con Hcy (10 y 25 μM)  y cisteína (Cys) como control basal, en 
animales control, LCB de 21 días y  ascitis. (*): p<0,05 vs mismo grupo Cys. 
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4.3.4.4  Niveles totales de Ca2+ plaquetario: En respuesta TG + Ionomicina 
 
      Para medir los niveles totales de Ca2+ intracelular almacenados en las diversas 

estructuras intraplaquetarias, se elimino todo el Ca2+ extracelular presente (EGTA 200 µM) 

y se estimuló su salida con TG más ionomicina. Observamos que el tratamiento agudo con 

Hcy (10 y 25 μM) no produjo ningún efecto con respecto a su basal (Cys) para ninguno de 

los grupos de estudio (Fig. 38, Tabla H-Anexos). 
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4.3.4.5   Entrada capacitativa del Ca2+ (ECC) 

 
            En ausencia de Ca2+ extracelular, la estimulación con tapsigargina da lugar a un 

aumento de Ca2+ intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB con respecto al 

control. Este aumento de Ca2+ es mayor en ratas cirróticas que en controles. Pero el 

tratamiento agudo con homocisteína no dio ningún aumento de Ca2+ intracelular, ni en 

controles, ni en animales cirróticos. 

 

    Posteriormente, tras adicionar Ca2+ al medio extracelular, se produce un gran 

aumento de Ca2+ intracelular debido a la ECC. Como sabemos, este aumento de Ca2+es 

mayor  en controles que en ratas cirróticas. Pero el tratamiento con Hcy, tampoco produjo 

ningún cambio comparadas con su control cisteína (Fig. 39, Tabla G-Anexos).  

 

 

 

 

Figura 38: Cambios del Ca2+ intracelular de los niveles totales de Ca2+ 
(30 s de registro), de plaquetas tratadas agudamente con Hcy. 
Representación de los tres grupos de estudio: control, LCB de 21 días 
y ascitis.  
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4.3.5 PRODUCCIÓN DE ROS 
 
  Tras la estimulación con Hcy, podemos observar una mayor producción de ROS en 

animales LCB con ascitis, llegando a ser su expresión de forma significativa (p<0,05), con 

respecto a su control; también vemos una clara tendencia, de una mayor producción de 

ROS, en ratas LCB de 21 días, aunque esta no sea estadísticamente significativa (Fig. 40, 

Tabla 30). 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

                
 
 
                      
 
 

 
 
 
 

  
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 

 
Hcy (200  µM) 

 

0,1±0,02 

(n=8) 

 

0,1±0,02 

(n=5) 

 

0,2±0,02 * 

(n=5) 

Figura 40: (A) Representación de los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) en respuesta a Hcy (200 
µM), (B) mismos datos, pero expresados en área bajo la curva, (420 s de registro ó 7 min), en plaquetas de 
animales control, LCB de 21 días y ascitis. (*): p<0,05 vs Ctrl. 

 

Tabla 30: Valores del área bajo la curva (expresado en UA) de los niveles de 
ROS en respuesta a Hcy en animales control, LCB de 21 días y con ascitis.  
(*): p<0,05 vs Ctrl 

Figura 39: Entrada 
capacitativa de Ca2+ (ECC). 
Cambios del Ca2+ intracelular 

del efecto de la TG y Ca2+, 
en plaquetas tratadas 
agudamente con Hcy.  
Representación de los tres 
grupos de estudio: control, 
LCB de 21 días y ascitis. 
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5. FECTO DEL TRATAMIENTO CRÓNICO CON  
ÁCIDO FÓLICO 

 

5.1 MEDICIÓN DE LA AGREGACIÓN PLAQUETARIA 
 

Nuestros resultados muestran que el ácido fólico disminuye la agregación plaquetaria, 

tanto en ratas LCB como controles, siendo el efecto mayor en las plaquetas del grupo con 

LCB sin ascitis. El tratamiento tiende a disminuir el porcentaje de agregación máxima, 

siendo significativamente menor la agregación en el grupo LCB de 15 días y en los animales 

con ascitis (Fig. 41, Tabla 2 y 31). En el área de agregación, vemos más claramente los 

efectos del tratamiento, de manera que ambos, el grupo control y LCB de 15 y 21 días 

tratados con ácido fólico muestran una gran disminución con respecto a su grupo sin tratar 

(p<0,05), siendo esta disminución mucho más acusada en el grupo LCB 15 y 21 días (Fig. 

42 y 43, Tabla 32). En el grupo LCB con ascitis, el área de agregación se encuentra muy 

disminuida en ausencia de tratamiento, por lo que el ácido fólico no produce ningún efecto 

(Fig. 42, Tabla 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

     
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 42: Efecto del 
tratamiento crónico del 
Ácido fólico en el área de 
agregación plaquetaria en 
animales  control y LCB, en 
respuesta al ADP (5 μM). 
(*): p<0,05 vs mismo  grupo  
sin/tto; (#): p< 0,05 vs  Ctrl 

con/tto. 

Figura 41: Efecto del ácido 
fólico en la agregación 
máxima plaquetaria 
expresada en porcentaje, 
en respuesta al ADP (5 
μM) en ratas control y LCB 
de 15, 21 días y con 
ascitis. (*): p<0,05 vs 
mismo grupo sin/tto. 
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Ctrl 

Con/tto 
 (n=7) 

 
LCB(15d)   
Con /tto 

 (n=6) 

 
LCB (21d)   
Con /tto 

 (n=6) 

 
LCB(Asc)  
Con /tto 

(n=6) 
 
Área de Agregación 

 

84,8±1,6 

 

58,3±0,5 * 

 

61,7±1,1 * 

 

20,3±1,7 * 

 
Agregación Máxima 

 

49,7±3,5 

 

58,8±2,8 

 

65,3±8 

 

29,1±6,1 * 

 
Área de 

Agregación 

  
Área de 

Agregación 

  
% 

Descenso 
 

Control 

Sin/tto 
 (n=6) 

 

100±5,2 

 
Control 

Con/tto 
 (n=7) 

 

84,8±8,6 

 

15,1 

 

LCB(15d)   
Sin/tto 
 (n=6) 

 

100±5,7 

 

LCB(15d)   
Con/tto 
 (n=6) 

 

42,5±2,1 * 

 

57,4 

 
LCB(21d)   
Sin/tto 
 (n=7) 

 

100±3,3 

 
LCB(21d)   
Con/tto 
 (n=6) 

 

42,5±4,3 ♦ 

 

57,4 

 
LCB(Asc)  
Sin/tto 
(n=6) 

 

100±8,6 

 
LCB(Asc)  
Con/tto 
(n=6) 

 

86,8±38,8 

 

13,2 

Tabla 31: Valores de agregación plaquetaria, expresada en %, para el área y agregación 
máxima. En animales control y con LCB de 15, 21 días y con ascitis, tratadas crónicamente 
con ácido fólico. (*): p<0,05 vs Ctrl con/tto. 
 

Tabla 32: Efecto del tratamiento del ácido fólico, expresado en % de 
descenso en el área de agregación. En controles  y con LCB de 15, 21 días 
y con ascitis. (*): p<0,05 vs LCB (15 d) sin/tto. (♦): p<0,05 vs LCB (21 d) 
sin/tto. 

 

Figura 43: Porcentaje de descenso en el área de agregación plaquetaria, tras 

el  tratamiento crónico con Ácido fólico, en  los diferentes grupos experimentales. 
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5.2  MEDICIÓN DE LA EXPRESIÓN DE P-Selectina 
 

5.1.1 CONDICIONES BASALES 
 

 Tras el tratamiento crónico con ácido fólico, basalmente, es decir en ausencia de 

estímulo, hay una mayor expresión del receptor para la P-selectina, en LCB de 21 días y 

con ascitis con respecto al grupo control tratado, (p<0,05) (Fig. 44, Tabla 33).  

Sin embargo no encontramos diferencias significativas entre animales tratados versus 

sin tratar con ácido fólico, para ninguno de los grupos de estudio (Fig. 44 y Tablas 33 y 3 

ref. Sin/tto). 
 

5.2.2  RESPUESTA A ADP (5 µM) 

 
           La incubación con ADP (5 µM), durante 10 minutos o 1 hora a 37 ºC en animales 

tratados con ácido fólico aumenta la expresión de P-selectina (Fig. 44, barras naranjas), en 

ratas LCB de 21 días y ascitis con respecto a su control basal sin activar (p<0,05). El 

tratamiento con ácido fólico disminuye la respuesta a ADP en todos los grupos 

experimentales (Fig. 44, Tabla 33). 
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Figura 44: Comparación del efecto del tratamiento crónico del ácido fólico (barras 
naranjas) vs sin tratamiento con ácido fólico (barras grises), en la expresión de la 
P-selectina. Respuesta basal (sin activación) y tras la activación con ADP (5 μM) 
(con 1 hr de incubación con salino) en ratas control, LCB de 21 días y con Ascitis. 
(*): p<0,05 vs Ctrl con/tto; (#): p<0,05 vs basal con/tto mismo grupo, (†) p<0,05 vs 
sin/tto mismo grupo. 
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5.2.3 EFECTO DE LA INCUBACIÓN AGUDA CON HCY, 
CITOQUINAS, BSO Y ÁCIDOS BILIARES, SOBRE LA 
EXPRESIÓN DE P-Selectina EN RESPUESTA AL ADP  

 
           El tratamiento agudo con Hcy, BSO, ácidos biliares y citoquinas, no altera la 

expresión de P-selectina en respuesta a ADP (5 µM), en ningún grupo experimental. (Fig. 

45 lado derecho, Tabla 34). 
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Ctrl 

Con/tto 
 (n=3) 

 
LCB (21d)   
 Con /tto 

 (n=4) 

 
LCB (Asc)  
Con /tto 

(n=3) 
 
Sin Activar 

 

2,8±1,8 

 

10,7±1,7 * 

 

9,4±1,9 *  

 
ADP (5 µM) - 10 min 

 

18,6±1,4 

 

35,1±1,3 * 

 

16,5±1,7 

 
ADP (5 µM) - 1 hr 

 

16,4±1,2 

 

44±0,6 * 

 

16,1±1,3 

Tabla 33: Valores de expresión de P-selectina, en unidades arbitrarias (UA), en ratas 
control y con LCB de 21 días y con ascitis, tras el tratamiento crónico con ácido fólico.  
(*): p<0,05 vs Ctrl con/tto.  
 

Figura 45: Efecto del tratamiento crónico del ácido fólico en la expresión de la P-selectina en respuesta a ADP 
(5 μM) en plaquetas incubadas con IL-6 (1 µg/mL), TNF-α (1 µg/mL), BSO (5 mM), Hcy (200 µM), DC (100 µM) 
y CDC (100 µM) durante 1 hr. 
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5.3 MEDICIÓN DE Ca2+ INTRACELULAR 
 

5.3.1  EFECTO DEL ÁCIDO FÓLICO SOBRE LOS NIVELES 
BASALES  DE  Ca2+ 

 

          El tratamiento crónico con ácido fólico no produjo ningún efecto sobre los niveles 

basales de Ca2+ plaquetario en animales control, LCB de 21 días y ascitis. 

 

5.3.2  LIBERACIÓN DE Ca2+ INTRACELULAR:  

          En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 μM) 

 
          En los animales tratados con ácido fólico, la liberación intracelular de Ca2+ en 

respuesta a ADP y Tr fue mayor en el grupo LCB 21 días con respecto al control (p<0,05) 
(Fig. 46-47).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Agonistas 

 
Ctrl 

Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (21d)   
  Sin/tto 
 (n=3) 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
(n=3) 

 
Ctrl 

Con/tto 
 (n=3) 

 
LCB (21d)   
 Con /tto 

 (n=4) 

 
LCB (Asc)  
Con /tto 

(n=3) 

 
ADP (5 µM)  
  

 

NR   

 

NR 

 

NR 

 

16,4±1,2  

 

44±0,6 * 

 

16,2±1,3 

 
IL-6 (1 µg/mL) 

 

23,4±1,7 

 

75,5±0,7 + 

 

26,9±1,9 

 

13,1±2,03 

 

25,4±1,2 * 

 

13,2±0,5 

 
TNF-α (1 g/mL) 

 

25,3±2,5 

 

76,9±0,4 + 

 

28,8±2,4 

 

12,6±2,9 

 

24,6±2,2 * 

 

15,1±1,3 

 
BSO (5 mM) 

 

30±1,2 

 

77,8±0,4 + 

 

27,1±1 

 

13,2±2 

 

24,6±0,6 * 

 

12,1±1 

 
Hcy (200 µM) 

 

28,5±3,9 

 

63,3±1,5 + 

 

26,3±0,87 

 

19±2,1 

 

30,5±1,1 * 

 

15,3±2,7 

 
DC  (100 µM) 

 

25,3±2,1 

 

62,5±0,8 + 

 

26,5±1,4 

 

16,2±1,1 

 

21,8±1 * 

 

11,1±2,9 

 
CDC(100 µM) 

 

22,7±4 

 

65,4±1,1 + 

 

28,2±1,5 

 

17,6±0,9 

 

43,6±0,9 * 

 

17,3±1,3 

Tabla 34: Valores de expresión de P-selectina, en respuesta a ADP, en unidades arbitrarias (UA), en 

animales control, LCB de 21 días y con ascitis, sin y con tratamiento crónico con ácido fólico. (+): p<0,05 

vs Ctrl sin/tto. (*): p<0,05 vs Ctrl con/tto. NR: no realizado.         
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Figura 46: Efecto de la Tr  (0,1 y 0,3 U/mL) sobre los niveles de Ca2+ intracelular, en ausencia Ca2+ extracelular. A 
la derecha, representación del área bajo la curva de dicha respuesta. (*): p<0,05 vs Ctrl con/tto. 

 

Figura 47: Efecto del ADP (5 μM) sobre los niveles de Ca2+ intracelular, en ausencia Ca2+ extracelular. A la 
derecha, representación del área bajo la curva de dicha respuesta. (*): p<0,05 vs Ctrl con/tto. 
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5.3.3  ENTRADA DE Ca2+ EXTRACELULAR:  

          En respuesta a Tr (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 μM). 

  
 

           Al ser estimuladas con los agonistas, en presencia de Ca2+ extracelular (1 mM), 

observamos un aumento de Ca2+, desde la basal, que corresponde tanto a la salida de este 

desde los depósitos intracelulares, como a la entrada desde el espacio extracelular. El 

tratamiento crónico con ácido fólico disminuyó la respuesta de manera significativa, tras ser 

estimuladas con Tr (0,1 y 0,3 U/mL) en animales LCB de 21 días (Fig. 48, Tabla 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 48: Efecto de la Tr (0,1 y 0,3 U/mL) sobre la entrada de Ca2+ intracelular, en presencia de Ca2+ 
extracelular, a la derecha, representación del área bajo la curva de dicha respuesta, en plaquetas de animales 
control, LCB de 21 días y con ascitis, con y sin tratamiento crónico con ácido fólico. (*): p<0.05 vs LCB (21d) 
sin/tto. 
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5.3.4  NIVELES TOTALES DE Ca2+ PLAQUETARIO:  

          En respuesta a TG + Ionomicina 

 
    Para medir los niveles totales de Ca2+ intracelular almacenados en las diversas 

estructuras intraplaquetarias, se eliminó todo el Ca2+ extracelular presente (EGTA 200 µM) 

y se estimuló su salida con tapsigargina más ionomicina. Observamos que el tratamiento 

crónico con acido fólico no cambia la respuesta de los animales con LCB, siendo ésta 

mayor que en el grupo control (Fig. 49). Estos resultados muestran que el tratamiento con 

ácido fólico no altera el tamaño de los almacenes de Ca2+ en las plaquetas de los animales 

con LCB, sugiriendo que la Hcy no es responsable de esta alteración. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 
 
Sin/tto   
Ac. Fólico 

 

78366,3±3770,7 

(n=8) 

 

84107,6±4262,5 

(n=12) 

 

98268,5±9620,7 

(n=7)  

 

Con/tto 

Ac. Fólico 

 

69038,6±3500,2 

(n=7) 

 

70498,8±1821,7 * 

(n=10)  

 

99658±10541,8 

(n=5) 

Tabla 35: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la entrada de Ca2+ 
intracelular en respuesta a Tr (0,3 U/mL), en controles, LCB 21 días y con ascitis, 
tras el tratamiento crónico con ácido fólico. (*): p<0,05 vs LCB (21d) sin/tto. 
 

Figura 49: Efecto de la TG + Ionomicina sobre los niveles totales de Ca2+ intracelular, en ausencia de Ca2+ 
extracelular, a la derecha, representación del área bajo la curva de dicha respuesta, en plaquetas de animales 

control, LCB de 21 días y con ascitis, con y sin tratamiento crónico con ácido fólico. (*): p<0,05 vs Ctrl. 
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5.3.5  ENTRADA CAPACITATIVA DEL Ca2+ (ECC) 
 

    En ausencia de Ca2+ extracelular, la estimulación con TG da lugar a un aumento de 

Ca2+ intracelular, siendo mayor en plaquetas de ratas LCB con respecto al control. El 

tratamiento crónico con acido fólico no mejora dicha respuesta en ratas cirróticas. 

 

    Posteriormente al adicionar Ca2+ al medio extracelular, se produce un gran aumento 

de Ca2+ intracelular debido a la ECC. Este aumento de Ca2+  es mayor  en controles que en 

ratas cirróticas. El tratamiento crónico con acido fólico no mejora dicha respuesta en los 

animales de estudio. 

 

 

5.4 PRODUCCIÓN DE ESPECIES ROS 
 
En  los animales tratados crónicamente con ácido fólico, podemos observar que los 

niveles de ROS producidos en animales cirróticos tras la estimulación con Tr está 

notablemente disminuida con respecto a su grupo sin tratamiento, siendo en animales LCB 

con ascitis significativa esta diferencia (p<0,05 ) (Fig. 50, Tabla 36). 

 

Respecto al efecto del tratamiento crónico del ácido fólico, sobre la producción de 

ROS en las plaquetas, tras ser estimuladas con ADP (5 µM) y H2O2 (1 mM), al igual que en 

los grupos sin tratamiento no se produjo una producción apreciable de ROS en ningún 

grupo experimental.  

 

        
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: Efecto de la Tr (0,3 U/mL)  sobre los niveles de ROS, a la derecha, representación del área bajo la curva 
de dicha respuesta, en plaquetas de animales control, LCB de 21 días y con ascitis, con y sin tratamiento crónico 
con ácido fólico, (420 s de registro ó 7 min). (*): p<0,05 vs LCB (Asc) sin/tto. 
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 También observamos que el ácido fólico fue capaz de de disminuir de forma 

significativa (p<0,05) la producción de ROS tras la estimulación con Hcy (200 µM) en los 

animales cirróticos (Fig. 51, Tabla 36).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

 Agonistas 

 
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 

H2 O2 (1mM) 

 

0,5±0,1  

(n=10) 

 

0,5± 0,1  

(n=13) 

 

0,5+±0,1 

(n=7) 

 
Tr (0,3 U/mL) 

 

0,1±0,1 

(n=8) 

 

0,2±0,1 

(n=7) 

 

0,3±0,1 * 

(n=5) 

 

ADP (5 µM)  

 

0,01± 0 

(n=4)  

 

0,01±0 

(n=6) 

 

0,002±0 

(n=7) 

 

Hcy  (200 µM) 

 

0,1± 0 

(n=6)  

 

0,03±0 * 

(n=13) 

 

0,03±0 * 

(n=8) 

Figura 51: Efecto de la Hcy (200 µM)  sobre los niveles de ROS, a la derecha, representación del área bajo la 
curva de dicha respuesta, en plaquetas de animales control, LCB de 21 días y con ascitis, con y sin tratamiento 
crónico con ácido fólico, (420 s de registro ó 7 min). (*): p<0,05 vs mismo grupo. 

 

Tabla 36: Valores del área bajo la curva (expresado en UA) de los 
niveles de ROS en respuesta a H2O2, trombina, ADP y Hcy, en animales 
control, LCB de 21 días y con ascitis, tratadas crónicamente con ácido 
fólico. (*): p<0,05 vs mismo grupo sin/tto (Tabla 17 y 30 ref. sin/tto). 
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1. Los animales con LCB presentan una mayor agregación plaquetaria in vitro, tanto si 

se expresa como porcentaje máximo o como duración de la respuesta. La presencia 

de ascitis, revierte esta alteración e incluso reduce notablemente la duración de la 

respuesta.  

 

• FACTORES INTRÍNSECOS:  

 

2. Basalmente, hay una mayor expresión del receptor de activación (P-selectina) en 

plaquetas de animales cirróticos (sin y con ascitis) que en las del grupo control. La 

estimulación con agonista (ADP) aumenta la expresión en todos los grupos, pero 

este aumento es mucho mayor en el grupo cirrótico sin ascitis.  

 

3. Los niveles basales de Ca2+ son más altos en las plaquetas de los animales cirróticos 

(Fig. 4). En el grupo de cirrosis sin ascitis, la respuesta a los agonistas ADP y 

trombina produce un mayor aumento del [Ca2+]i y el tamaño de los almacenes de 

Ca2+, estimado por la respuesta a tapsigargina mas ionomicina es mayor (Fig. 5, 6 y 7 

respectivamente). La ECC, está disminuida en las plaquetas de las ratas cirróticas y la 

aparición de ascitis altera aún más este proceso (Fig. 8). 

 

Papel del NO: respuesta a L-NAME crónico  
 

4. La inhibición crónica de la síntesis de NO con L-NAME no mejora las alteraciones 

en la homeostasis del Ca2+ citoplasmático en las plaquetas de los animales cirróticos 

(Fig. 11, 12 y 14). 

 

Disminución de la disponibilidad de NO, tras el tratamiento agudo con BSO 

 

5. Se observa que la reducción de los niveles de NO en la plaquetas, reduce basalmente 

la [Ca2+]i , normalizando los niveles de Ca2+ en el grupo de LCB (21 días) (Fig. 16). 

También observamos una reducción de los almacenes de Ca2+, tanto en plaquetas de 

animales LCB (21 días) como en el grupo control. En la ECC, el BSO es capaz de 

disminuir aún más la entrada de Ca2+ a los almacenes en los animales LCB (21 días) 

(Fig. 19 y 20). 

 

6. Basalmente no se observan diferencias en la producción de ROS, entre plaquetas de 

animales cirróticos con respecto al grupo control. Pero tras la estimulación con el 

agonista (trombina), las plaquetas de los animales cirróticos producen una mayor 

cantidad de ROS que su grupo control (Fig. 22). 
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•       FACTORES EXTRÍNSECOS: 

         

EFECTO AGUDO DE LOS ÁCIDOS BILIARES  

 

7. La incubación con los ácidos desoxicólico (DC) y quenodesoxicólico (CDC) no altera 

la sobreexpresión del receptor de activación (P-selectina) encontrada en las plaquetas 

de animales LCB (21 días) (Fig. 24). 

 

8. Los ácidos biliares DC y CDC son capaces de aumentar los niveles basales de Ca2+ 

intracelular tanto en plaquetas de animales cirróticos como en animales control (Fig. 

25). La incubación con DC hace que disminuya la respuesta al agonista (trombina), 

por lo que a su vez también observamos una disminución de los almacenes de Ca2+ 

intracelular en animales cirróticos y controles (Fig. 26 y 27). La ECC también se ve 

doblemente disminuida en los tres grupos de estudio, tanto con el tratamiento con 

DC como con CDC (Fig. 29). 

 

EFECTO AGUDO DE LA HOMOCISTEÍNA (Hcy) 

 

9. Tras la sobrecarga con L-metionina, tanto en animales cirróticos como en controles, 

vemos que los niveles de Hcy en plasma, son significativamente más altos en 

animales LCB con respecto a su grupo control (Fig. 31). 

 

10. La incubación con Hcy a concentraciones crecientes (1, 25 y 100 μM) aumenta la 

respuesta de agregación al ADP en controles y LCB (15 y 21 días); en cambio, en los 

animales con presencia de ascitis la Hcy no altera su respuesta (Fig. 32). 

 

11. La incubación con la Hcy, no altera la sobreexpresión del receptor de activación (P-

selectina), ya encontrada en plaquetas de animales LCB (21 días) (Fig. 33). 

 

12. La Hcy aumenta los niveles basales de Ca2+ intracelular en el grupo control (10 y 25 

μM) y sin ascitis (25 μM) (Fig. 34). Además, la Hcy (25 μM) aumenta la respuesta al 

agonista (trombina) en estos dos grupos (Fig. 36). Sin embargo, no es capaz de alterar 

el tamaño de los almacenes de Ca2+  intra- plaquetarios ni la ECC, en ninguno de los 

grupos de estudio (Fig. 37). 

  

13. La Hcy (200 μM) produce una mayor cantidad de ROS en el grupo cirrótico, siendo 

esta más significativa en el grupo con ascitis (Fig. 39). 
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EFECTO DEL TRATAMIENTO CRÓNICO CON ACIDO 

FÓLICO 

14. El tratamiento con ácido fólico disminuye la respuesta de agregación plaquetaria, 

sobre todo en el grupo cirrótico, siendo este descenso mucho más pronunciado en 

ausencia de ascitis (con un 57,5 % de descenso) (Fig. 40 y 42) (Tabla L, anexos).   

 

15. El tratamiento crónico con ácido fólico no altera la expresión basal de la P-selectina, 

pero disminuye la respuesta a ADP en todos los grupos experimentales (Fig. 43). 

 

16.    Tras el tratamiento crónico con ácido fólico, ni los niveles basales de Ca2+ intracelular, 

tamaño de los almacenes de Ca2+, ni la ECC, se normalizan en los animales de 

estudio. Pero sí produce una disminución en cuanto a la respuesta a agonista 

(trombina) en el grupo de cirrosis sin ascitis (Fig. 47). 

 

17.   El tratamiento crónico con ácido fólico disminuye la excesiva producción de ROS en 

respuesta a trombina u Hcy en las plaquetas de los animales cirróticos, 

normalizándola (Fig. 49 y 50). 

 

Conclusiones:  

 

1. Los animales con cirrosis biliar experimental por ligadura del conducto biliar (LCB), 

sin presencia de ascitis, presentan una mayor agregación plaquetaria. Esta alteración 

está relacionada con una mayor movilización del Ca2+ intracelular, pero con una 

menor ECC. Sumado a ello, presentan sobreexpresión del receptor de activación (P-

selectina) y una mayor producción de ROS. La presencia de ascitis revierte parte de 

estas alteraciones, llegando incluso a producir una hipoagregación, que se acompaña 

de una gran disminución de la ECC y una excesiva producción de ROS.  

 

2. El óxido nítrico (NO) tiene un papel en el mantenimiento de los niveles de Ca2+ 

intracelular en las plaquetas de animales LCB, ya que su ausencia hace que disminuya 

aún más la ECC.  

 
3. Un aumento plasmático de ácidos biliares, como el desoxicólico (DC) y 

quenodesoxicólico (CDC), podría explicar en parte los niveles elevados de [Ca2+]c 

plaquetario basal y la menor ECC en animales con cirrosis biliar experimental. Sin 

embargo, estos ácidos biliares no están relacionados con la sobreexpresión de la P-

selectina encontrada en los animales cirróticos sin ascitis. 

 

4. El tratamiento crónico con ácido fólico puede ser efectivo en la cirrosis biliar, en una 

fase pre-ascítica,  ya que revierte la hiperagregación plaquetaria y produce una menor 

expresión de la P-selectina en respuesta a agonista. Esto se acompaña de una 

normalización en la producción de ROS y una menor liberación de Ca2+ de los 

almacenes, aunque sin cambios en la ECC.  



 

154 

 

 

 
5.  Diversos factores plasmáticos (Hcy, NO, ácidos biliares) pueden contribuir a la 

hiper- excitabilidad plaquetaria de la cirrosis biliar experimental sin ascitis, 

mediante un aumento excesivo de los niveles de Ca2+ y/o producción de ROS. 

La aparición de ascitis reduce la duración de la respuesta de agregación, lo que 

puede ser explicado por la mayor producción de ROS.  
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La cirrosis hepática es una enfermedad que se caracteriza por una distorsión 

irreversible de la arquitectura hepática y una elevada acumulación de fibrosis, lo que 

conduce a un fallo funcional a nivel sistémico. Entre las profundas alteraciones 

fisiológicas, podemos incluir el desarrollo de una circulación hiperdinámica (caracterizada 

por un incremento del gasto cardiaco y una disminución en la resistencia vascular 

periférica), cardiomiopatía, síndrome hepatopulmonar, coagulopatía y disfunción renal 

con retención de agua y sal lo que genera ascitis e hiponatremia (García-Estañ y cols., 2002). 

 

La hemostasia en los pacientes con cirrosis está influenciada por variables 

múltiples, opuestas y cambiantes, que pueden favorecer tanto la aparición de episodios de 

sangrado, como de estados de hipercoagulación (García-Tevijano y cols., 2001). Las 

anormalidades plaquetarias descritas en la cirrosis, incluyen no solo trombocitopenia, 

sino también defectos en la agregación (Forrest y cols, 1996), ya sea por una hiper o hipo-

respuesta. Aunque no se sabe con certeza qué mecanismos causan el inicio y el 

mantenimiento del trastorno hemostático en la cirrosis, varios estudios sugieren que los 

altos niveles de homocisteína (Hcy) en el plasma puede ayudar a ser un inductor efectivo 

de la fibrogénesis del hígado ya que interfiere con la estructura y la función de varias 

proteínas (N-homocisteinilación) al inducir la expresión de procolágeno tipo I (Torres y 

cols., 1999; García-Tevijano y cols., 2001). Esto último altera además el metabolismo de los 

ácidos grasos del plasma y membranas lipídicas, conduciendo a cambios en los receptores 

de las membranas (Durand y cols., 1997). A su vez, la Hcy al ser fácilmente oxidada en el 

plasma, principalmente como consecuencia de su auto-oxidación, va a generar aniones 

superóxido (O-2) y peróxidos de hidrógeno (H2O2) (Okatani y cols., 2001). Éstas moléculas 

producen estrés oxidativo, daño endotelial y procesos de inflamación que va a contribuir 

a la activación plaquetaria (Luo y cols., 2005; Durand y cols., 1996). 

 

La fisiopatología de todas estas alteraciones hemostáticas es un área de gran interés, 

puesto que su conocimiento puede contribuir a enfocar mejor el tratamiento en los 

pacientes con cirrosis hepática. Así, se ha descrito una hiper-estimulación plaquetaria en 

pacientes con cirrosis biliar primaria, relacionándola con la mayor tendencia de trombosis 

portal en este tipo de cirrosis hepática (Ben-Ari y cols., 1997; Caldwell y cols, 2006). Un 

incremento en la concentración de Ca2+ libre citosólico ([Ca2+]c) inicia y modula diversos 

procesos celulares, además de ser el mecanismo esencial para la activación plaquetaria 

(Rosado y cols., 2006). Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que las 

plaquetas de animales con cirrosis biliar experimental (sin ascitis), presentan alteraciones 

en la movilidad del calcio intracitoplasmático, compatibles con una mayor recaptación de 

los almacenes intracelulares de Ca2+ 
(Iyú, 2005). El objetivo de este trabajo es estudiar, 

desde el inicio de la colestasis hepática hasta la aparición de ascitis, el papel de las 

alteraciones del Ca2+ intracitoplasmático en la función plaquetaria y su regulación por 

factores extrínsecos o plasmáticos como la Hcy, ácidos biliares, óxido nítrico y estrés 

oxidativo. El tratamiento crónico con ácido fólico en el agua de bebida ha permitido 

profundizar en el papel de la Hcy, ya que favorece su degradación, vía hepática, 

previniendo incrementos en sus niveles plasmáticos. 
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En este estudio, se ha utilizado el modelo de cirrosis hepática por ligadura del 

conducto biliar (LCB), caracterizado en estudios anteriores de nuestro laboratorio, y que 

es capaz de inducir una colestasis inicial que evoluciona a una cirrosis hepática, que en su 

etapa final se descompensa y produce ascitis. Estos animales presentan las típicas 

alteraciones hemodinámicas de la cirrosis hepática, con hepatomegalia y esplenomegalia. 

El peso del bazo se utilizó como una estimación de la hipertensión portal (cuyo aumento 

depende a su vez del grado de daño hepático). Nuestros resultados muestran que el bazo 

va aumentando de peso conforme avanza el daño hepático, lo que podría contribuir a la 

trombopenia que hemos observado en los animales con ascitis, ya que este aumento de 

peso se produce, según otros estudios, a costa de una retención de plaquetas y hematíes 

en el bazo (Peck-Radosavljevic, 2007). Los animales con LCB presentan, al igual que los 

pacientes, dos estadios de la enfermedad claramente diferenciados, cirrosis compensada o 

sin presencia de ascitis y cirrosis descompensada o con presencia de ascitis. El número de 

plaquetas así como la función de las mismas dependerá del grado de cirrosis en que se 

encuentren los sujetos de estudio. En nuestro caso, hemos encontrado que en una 

primera etapa (colestasis o cirrosis sin ascitis), existe hiper-agregabilidad plaquetaria con 

normocitopenia y en una segunda etapa, la aparición de ascitis produce hipo-

agregabilidad que se suele acompañar de trombocitopenia. Así, la presencia de ascitis se 

acompaña de un deterioro importante de la respuesta de agregación plaquetaria, lo que 

puede ser debido a un fallo de los mecanismos de compensación estimulados en la 

primera etapa. 

 

 

Colestasis (LCB 15 días) y cirrosis sin ascitis (LCB 21 días) 

   

En los animales con LCB, la respuesta de agregación plaquetaria va aumentando a 

medida que va progresando la enfermedad, llegando casi a doblar su valor a los 21 días. 

Estos datos se asemejan a los hallados por Watanabe y colaboradores (1998), en pacientes 

cirróticos. Ellos encontraron un cambio en la composición de ácidos grasos de la 

membrana plaquetaria de estos pacientes, de manera que el colesterol y los fosfolípidos 

aumentaban, mientras que la fosfatidil serina y el fosfatidil inositol, factores importantes 

para la activación plaquetaria, estaban reducidos.  

 

La fisiopatología de la activación plaquetaria en la cirrosis no tiene un claro 

mecanismo y varía dependiendo de la etiología de la enfermedad. La enfermedad hepática 

colestática tiende a producir un estado de hiperagregabilidad, existiendo un 40 % de 

riesgo de padecer trombosis portal venosa cuando se realiza el trasplante hepático 

(Shannon y cols., 1995; Witters y cols., 2008), que se correlaciona con un incremento en la 

expresión de receptores de adhesión, como el CD42d (glicoproteína  que se une al vWF), 

sugiriendo una preactivación plaquetaria. Además, la trombina es un factor clave en la 

cascada de la coagulación y a través de receptores PAR1 y 4 actúa como un potente 

activador. Así, es posible que un aumento de la trombina in vivo pueda contribuir, en 

parte, en la activación plaquetaria, como sugiere el hallazgo de una correlación entre los 

niveles de plasma de fragmentos de protrombina F1+2 y la excreción urinaria del TXB2 
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en este tipo de cirrosis (Davi y cols., 1998).  En nuestros experimentos, este estado de hiper-

agregabilidad, se acompaña de un incremento de los niveles basales de Ca2+ 

intraplaquetario, así como de una mayor liberación intracelular de Ca2+ desde los 

depósitos tras la estimulación con agonistas, lo que puede explicar también parcialmente 

esta hiper-respuesta. En cuanto a la entrada capacitativa de Ca2+ (ECC), que se produce al 

vaciar los almacenes de Ca2+, fue menor en las plaquetas de los animales con LCB, con 

respecto al grupo control. Esta menor ECC no limita la respuesta de agregación en la 

colestasis o cirrosis compensada, posiblemente porque existen otros mecanismos que 

compensan la menor entrada de Ca2+. 

 

En nuestro estudio, hemos observado que existe un aumento en la expresión de la 

P-selectina en la superficie  de las plaquetas de ratas con LCB de 21 tras ser estimuladas 

con ADP. Estudios por otros autores han demostrado que la P-selectina soluble (sPs), 

está  elevada en el plasma en pacientes con una severa enfermedad hepática, siendo un 

marcador in vivo de la activación plaquetaria, llevando así a un mayor estado de 

agregación (Vardereli y cols., 2007).   

 

 

Cirrosis  colestática con presencia de ascitis (LCB Asc) 

 

La presencia de ascitis se acompaña de un deterioro en la función plaquetaria, con 

una disminución en la duración de la respuesta de agregación, a pesar de que la respuesta 

máxima no se altera. En cuanto a la ECC, la depleción de los almacenes con TG, provocó 

claramente una menor ECC en ratas LCB con ascitis con respecto a su control. Estos 

resultados se confirmaron al analizar el apagamiento de la fluorescencia del fura-2AM, 

mediado por la entrada del Mn2+ (Fig. 10), un ión que utiliza los mismos canales operados 

por almacenes (SOC) que el Ca+2 (Atucha y cols., 2007). Estos experimentos confirmaron los 

resultados obtenidos con la TG, indicando que la ECC, secundaria a la inhibición de la 

SERCA, está reducida en plaquetas de ratas cirróticas. Esta menor ECC puede ser 

responsable de la disminución en la respuesta de agregación, posiblemente porque no 

puede ser compensada por otros mecanismos como ocurre en la etapa pre-ascítica. 

 

La expresión de la P-selectina, basalmente también está aumentada como en el 

grupo sin ascitis, sin embargo su expresión no aumenta tras ser estimuladas con ADP, lo 

que sugiere que las plaquetas están basalmente en un estado de estimulación máxima. 

 

El incremento en la producción de radicales libres ha sido implicado en varias 

condiciones, las cuales resultan en un aumento en el daño hepático y fibrosis. Bajo 

condiciones normales, del 1 al 4% del oxígeno (O2) que llega a las células se convierte en 

especies reactivas de oxígeno (ROS), que pueden ser fácilmente neutralizadas por el 

sistema antioxidante en las células y en las mitocondrias (Díaz y cols., 2010). El estrés 

oxidativo es el desequilibrio entre las ROS y los antioxidantes, de manera que tanto el 

incremento de la producción de radicales libres como la disminución de antioxidantes, 
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puede resultar en el aumento de iones superóxido. En pacientes con cirrosis avanzada, se 

ha visto que la producción de radicales libres, está correlacionado con el número de 

neutrófilos en la sangre y activa el sistema monocito/macrófago (Feng Chen y cols., 1997). El 

anión superóxido actúa como un agente pro-inflamatorio al regular neutrófilos, induce la 

liberación de agentes quimiotácticos y mediadores proinflamatorios como el TNF-α y la 

IL-1, genera daños a los ácidos nucleicos e inicia la peroxidación lipídica (Díaz y cols., 2010). 

Nuestros datos, muestran que en animales LCB con ascitis las plaquetas responden con 

un mayor aumento de ROS tras la estimulación con un agonista como la trombina (Fig. 

22). Por lo tanto las plaquetas de animales cirróticos también son una fuente de ROS, que 

podría alterar la ECC de Ca2+, dependiendo de su concentración. Rosado y cols. (2006) 

mostraron como a bajas concentraciones de H2O2 (<100 μM), los ROS pueden actuar 

como segundos mensajeros en la activación de la ECC. Ellos vieron que existía una 

correlación positiva entre la liberación y la entrada de Ca2+inducida por H2O2, que 

induciría a una reorganización del citoesqueleto de actina, similar a la observada tras la 

estimulación con agonistas fisiológicos. Por el contrario, dicha despolimerización no se 

observó tras el tratamiento con altas concentraciones de H2O2 (Rosado y cols., 2006). Por lo 

tanto, el aumento de ROS en las plaquetas de los animales con cirrosis y ascitis podría 

explicar, en parte la menor ECC observada en nuestros experimentos.   

 

 

EFECTO DE LA INHIBICIÓN CRÓNICA DE LA 

SÍNTESIS DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) CON L-NAME 

 

El óxido nítrico (NO) sintetizado por las plaquetas y por el endotelio inhibe la 

adhesión y la agregación plaquetaria, ejerciendo su acción a través un aumento del GMP 

cíclico (Radomsky & Moncada, 1993); el cual, a su vez, conduce a una disminución de la 

disponibilidad de Ca2+ en las plaquetas (Geiger y cols., 1992). La expresión de la P-selectina y 

la activación del complejo glicoprotéico IIb-IIIa, que se producen tras la activación 

plaquetaria por agonistas, son también inhibidos por el NO (Michelson y cols., 1996). 

  

Hay que destacar que Lantoine y colaboradores, han demostrado que el Ca2+ 

citosólico, a su vez, participa en la regulación de la síntesis del NO (Jeyachristy y cols., 2008). 

Y el NO derivado de las plaquetas no solo modula la activación plaquetaria a los 

agonistas fuertes y débiles, sino que además puede inhibir notablemente el reclutamiento 

de las plaquetas para la formación del trombo hemostático (Freedman y cols., 1997). Esto 

también ha sido demostrado en un modelo de daño glomerular inducido por 

endotoxinas, donde el NO inhibe la agregación plaquetaria previniendo la trombosis 
(Stamler y cols., 1989). 

 

 Los niveles basales de NO y NOS en plaquetas no estimuladas de pacientes con 

cirrosis son mayores comparados con plaquetas de sujetos normales (Jeyachristy y cols., 

2008). Se ha sugerido que el NO inhibe la ECC en plaquetas humanas por activación del 

rellenado de los almacenes (Trepakova y cols., 1999). Nuestro grupo de trabajo, demostró, 

que el tratamiento crónico con L-NAME (40 mg/kg/día) en ratas controles producía una 
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hipertensión arterial sistémica por reducción en la producción de NO, con alteración de 

la regulación de los niveles de calcio plaquetario, elevando los niveles basales y alterando 

la entrada y movilización de calcio citosólico. Esto puede deberse a los efectos directos o 

indirectos de la pérdida de síntesis del NO en las plaquetas o en otros tejidos (Iyu y cols., 

2004).  

 

En nuestro modelo experimental de cirrosis por LCB, ya basalmente las plaquetas 

presentan unos niveles elevados de Ca2+ intracelular, y el tratamiento crónico con L-

NAME no produjo cambios en éste aspecto. Sin embargo, se esperaba que la inhibición 

de la síntesis de NO con L-NAME pudiera modificar el tamaño de los almacenes de Ca2+ 

o la ECC. Nuestros resultados muestran que el tratamiento con L-NAME no produce 

cambios significativos en estos parámetros. Esto último podría indicar que el NO no es el 

responsable de las alteraciones encontradas, que la inhibición de la síntesis de NO no 

elimina todas las fuentes de NO o que se ponen en marcha mecanismos compensadores 

tras la inhibición crónica. Respecto a esta última posibilidad, Albornoz y colaboradores 

encontraron que las plaquetas de ratas sometidas a la LCB, al ser tratadas con L-NNA 

(para inhibir la síntesis de NO) no alteraban su respuesta de agregación, aunque el tiempo 

de sangrado se vio parcialmente normalizado (Albornoz y cols., 1999). Éste último efecto se 

pudo deber a otros factores diferentes a las plaquetas, ya que tanto el tiempo de sangrado 

como la presencia de ascitis introducen otros aspectos moduladores. 

 

 

EFECTO DEL TRATAMIENTO AGUDO CON LA BSO 

 

En condiciones fisiológicas los grupos sulfidrilo reaccionan con el NO en presencia 

de oxígeno para producir S-nitrotioles los cuales son almacenados en las células como S-

nitroglutation.  

 

Cuando la síntesis de NO es interrumpida, por diferentes causas, estos S-nitrotioles 

se descomponen poco a poco para aumentar el NO (Sogo y cols., 2000). Por ello, la 

inhibición crónica de NO puede que no sea suficiente para eliminar estos almacenes y 

que quede una producción de NO residual en las plaquetas a partir de estos almacenes, 

que sea suficiente para enmascarar la falta de síntesis (producida por el tratamiento con 

L-NAME). La Butionina Sulfoximina (BSO) es una sustancia que inhibe la síntesis de la 

enzima gamma-glutamilcisteína (γ-GCS) y reduce al glutatión (GSH) y niveles de enzimas 

antioxidantes (como la vit C). Zhou y cols., demostraron que la BSO inducía hipertensión 

debido a la reducción de la biodisponibilidad de NO producido por la ROS, al formarse 

peroxinitrito (ONOO¯), que impide que ese NO secuestrado actué normalmente (Zhou y 

cosl, 2002).  

 

Así que para ver el papel integral del NO, además del tratamiento con L-NAME, se 

ha realizado simultáneamente el vaciamiento de los almacenes de NO plaquetario, 

mediante un tratamiento agudo de las plaquetas con BSO. L-NAME crónico + BSO 

agudo, provocó una disminución en la liberación (Fig. 16) y en los niveles totales de Ca2+ 
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(Fig. 18), y en animales LCB con ascitis no se observaron ningunas diferencias con 

respecto al control. Es decir este tratamiento combinado normaliza el calcio basal y la 

entrada de calcio extracelular que estaban aumentados en ratas LCB con ascitis sin tratar.  

 

Pero de forma más llamativa, tras el tratamiento combinado de L-NAME y BSO, 

los niveles basales y los niveles totales de Ca2+ disminuyen en ratas LCB de 21d 

comparadas con las plaquetas sin tratamiento con BSO. Además, la respuesta a TG 

también se halla disminuida al igual que su ECC (Fig. 19). Por lo tanto una ausencia total 

de NO provoca una menor respuesta a los agonistas, y también es responsable de una 

disminución en la movilización de Ca2+ celular. Por lo tanto podernos decir que el NO 

estaría almacenado en los depósitos celulares plaquetarios y que de alguna forma va a 

contribuir para mantener los niveles de Ca2+ celular plaquetario. 

 

En cuanto a la expresión de la P-selectina, el tratamiento de la BSO no produjo 

ninguna alteración en cuanto a su expresión en ninguno de los grupos de estudio. Por lo 

tanto el estado de sobre expresión en respuesta a ADP, en animales LCB de 21días estaría 

solventado por otro tipo de mecanismos que mantengan su estado de activación. Puesto 

que el NO no explica totalmente las alteraciones en la función plaquetaria de animales 

con LCB, también se estudió el papel de otros factores plasmáticos que están 

incrementados en la cirrosis hepática: 

 

 

EFECTO DE LA HOMOCISTEÍNA vs TRATAMIENTO CRÓNICO CON 

ÁCIDO FÓLICO 

 

La homocisteína (Hcy) es un aminoácido sulfurado que viene del metabolismo de la 

metionina (adquirida en la dieta). El incremento en las concentraciones en el plasma está 

asociado con un incremento en el riesgo de la  arterioesclerosis y trombosis arterial (Luo y 

cols., 2006). La hiperhomocisteinemia (HHcy) puede ser causada por una deficiencia 

enzimática como la cistationina β-sintasa (CBS) o por agentes farmacéuticos. Este 

incremento promueve el daño endotelial, hiperactividad plaquetaria y la producción 

anormal de factores de coagulación que llevan al desarrollo de tromboembolismo 

plaquetario a nivel carotídeo, coronario y sistema vascular periférico (Durand y cols., 1996; 

Luo y cols., 2006). 

 

 

EFECTOS EN LA CIRROSIS  COLESTÁTICA  

EN AUSENCIA ASCITIS (LCB 21 días) 

 

En la agregación: 

 

En nuestras ratas control y con LCB de 15 y 21 días, y de forma similar, podemos 

observar (Fig. 32, Tabla 26) que el área de agregación se ve aumentada cuando las 
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plaquetas son incubadas con Hcy a concentraciones crecientes. Por lo tanto diremos que 

la Hcy potencia la actividad agregante del ADP en estos grupos experimentales. En las 

ratas control y con LCB (15 y 21 días) con tratamiento crónico de ácido fólico 

observamos que la Hcy aguda (a diferentes concentraciones) no pierde su efecto 

potenciador de la agregación, pero su efecto es menor que en ratas no tratadas y además 

en ningún caso se normaliza la agregación. Nuestros resultados muestran claramente que 

el tratamiento con ácido fólico tiene un efecto anti-agregante muy importante y este 

efecto fue mayor en los animales con LCB (15 y 21 días) con un porcentaje de descenso 

de un 57,5 % para el área de agregación con respecto a los animales sin tratamiento (Fig. 

42, Tabla 32); sin embargo es menos apreciable esta diferencia al tomar en cuenta la 

agregación máxima siendo significativo solo para LCB de 15 días con un 20,5 % de 

descenso (Tabla L, anexos). Esto nos indica, que la Hcy tiene un papel fisiológico en la 

agregación plaquetaria, que sería fundamental para que las plaquetas funcionen 

correctamente. Puesto que el efecto del ácido fólico es mayor en ratas LCB, podemos 

pensar que la Hcy tiene un papel mayor en la agregación en la cirrosis colestática 

compensada que en condiciones normales.  

 

Está bien documentado que la HHcy también está presente en pacientes con 

cirrosis, ya sea adquirida por virus, alcohólica, química (CCl4) o por interrupción del flujo 

biliar. Es probable que la Hcy sea una de las causas que contribuya a esta patogénesis de 

la trombosis por una variedad de mecanismos dependientes de la enfermedad (Garcia-

tevijano y cols., 2001; Riba y cols., 2004). Por lo tanto otro factor que pueda producir la 

hiperagregabilidad, en nuestro estudio, son los niveles elevados de Hcy. En el modelo de 

LCB en ratas, se ha descrito que a la segunda semana e inicios de la tercera, los niveles de 

Hcy en el plasma son elevados, pero luego a la cuarta semana vuelve a retornar a su nivel 

normal (Ebrahimkhani y cols., 2005). En base a estos datos, nosotros atribuimos que el 

aumento en la agregación en ratas a los 15 y 21 días después de la ligadura del conducto 

biliar, podría ser debido a una HHcy. De hecho para asegurarnos de ello, realizamos la 

medición plasmáticas de la Hcy en animales control y LCB, con una previa sobrecarga 

con L-metionina, debido a que la medición de forma basal no revelaba ninguna diferencia 

entre los grupos de estudio, ya que los niveles compensatorios para mantener los niveles 

de Hcy resultaban ser muy variables, es por ello que una sobrecarga nos ayudó a ver la 

alteración de forma más clara.  En la figura 31, podemos observar que los animales LCB 

presentan mayores niveles de Hcy que sus controles, por lo tanto, tienen alterado el 

metabolismo de la Hcy. Un estudio del 2005 revela que ratas LCB también presentaban 

dicha alteración, sus niveles de Hcy en el plasma, eran más altos a los 15 días después de 

la ligadura del conducto biliar y también eran acompañados por incremento en tejido 

hepático de la S-adenosil-homocisteina (SAH) y la S-adenosil-metionina (SAM), 

moléculas intermedias para la formación de Hcy. Además que tras el tratamiento con L-

NAME, los niveles de SAH y SAM disminuían, junto con el de Hcy y metionina, lo que 

confirmaría que la sobreproducción de NO también puede contribuir a la elevación de 

los niveles de Hcy en el plasma (Ebrahimkhani y cols., 2005). También se ha visto que el NO y 

el estrés oxidativo puede inactivar a la metionina sintasa (MS), el cual participa en la 
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remetilación de la Hcy. Pero como ya habíamos mencionado anteriormente, el NO es 

capaz de inhibir la activación plaquetaria, incluso cuando reacciona con la Hcy, para 

formar S-nitroso-Hcy, el cual tiene algunas propiedades del NO; esto representa un 

mecanismo protectivo contra las consecuencias adversas de una elevación de la Hcy. Sin 

embargo, altas y prolongadas concentraciones de Hcy resulta en un daño en la 

producción de NO, reduciendo su actividad por degradación oxidativa y por inhibición 

de la glutatión peroxidasa (Mohan y cols., 2008). 

 

 En la cirrosis existe una deficiencia de ácido fólico, lo que se piensa que es debido 

al daño hepático que puede reducir la capacidad de almacenar el ácido fólico, o bien estar 

relacionado con una mala absorción. La deficiencia de ácido fólico produce un aumento 

en la actividad del factor tisular (FT) por estimulación de endotoxinas derivadas de los 

macrófagos, contribuye también a la activación pro-coagulante (PCA). La superficie 

celular plaquetaria se hace más apta para la actividad catalítica del FT o mejora la 

capacidad de unión del FT una vez que ha sido expresado sobre la superficie celular, 

aumentando así la capacidad trombogénica de las plaquetas (Durand y cols., 1996; Doi y cols., 

2006). Sumado a ello, la deficiencia vitamínica incrementa la actividad plaquetaria en 

respuesta al ADP y trombina por vía del ácido araquidónico (AA) que a su vez aumenta 

la actividad del tromboxano (TXA2), que es un pro-agregante y vasoconstrictor. En 

estudios in vivo, también se vio que la deficiencia de ácido fólico hace que disminuya la 

actividad antitrombótica derivada de endotelio y las prostaglandinas (Durand y cols., 1997; Besen 

y cols., 2003; Signorello y cols., 2002).  

 

Así, hay un gran número de estudios sobre el efecto inhibidor del ácido fólico en la 

función plaquetaria y la existencia de niveles plasmáticos disminuidos en la enfermedad 

hepática. Estos datos nos indican que una dieta suplementada con ácido fólico puede 

mejorar la función plaquetaria en cirrosis, disminuyendo la agregabilidad. Nuestros datos 

vuelven a confirmar el efecto de esta vitamina en la función plaquetaria (Fig. 40 y 41). Sin 

embargo, en los pacientes cirróticos, esta hipoagregabilidad producida por el tratamiento 

también podría potenciar otro tipo de patología, es decir que se prolongue el tiempo de 

sangrado y un mayor peligro de hemorragia digestiva por varices debidas a la 

hipertensión portal. Por ello, es importante tener en cuenta en los pacientes con cirrosis 

hepática, los efectos colaterales del suplemento con vitaminas (en este caso el ácido 

fólico) en la función plaquetaria (Klipstein y col., 1965; Durand y cols., 1996; Durand y cols., 1997; 

Ebbesen y cols., 2003; Ebbesen y cols., 2004; McCarty, 2007).  

 

En la homeostasis del Ca2+: 

 

Cómo la Hcy puede operar, o cuáles son los mecanismos moleculares que van a 

estimular la activación aún no están claros, es por ello que  nosotros analizamos el papel 

de la homeostasis del calcio intracelular, ya que este ión es esencial para la activación 

plaquetaria. La activación de las plaquetas por la mayoría de los agonistas, probablemente 

por todos, está acompañada por un aumento de la concentración de Ca2+ libre 

citoplasmático que resulta, no solamente de la redistribución del calcio almacenado en las 
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mencionadas estructuras, sino también de la difusión de Ca2+ extracelular hacia el interior 

de la célula a través de canales específicos para este catión. Aunque la magnitud y 

duración de las respuestas de [Ca2+]i a la activación aumenten en presencia de Ca2+ 

extracelular, los mecanismos por los cuales se genera la entrada de Ca2+ continúan sin 

esclarecer (Woitas y cols., 2002).  

 

Basalmente, la Hcy aumentó de manera significativa las concentraciones de Ca2+ 

intracelular, tanto en controles como en LCB de 21 días (Fig. 34). Nuestros resultados 

indican que en respuesta al agonista trombina (0,3 U/mL) se produce una mayor 

liberación de Ca2+ desde los depósitos internos en las plaquetas de ratas sometidas a la 

LCB de 21 días, pero la Hcy no produjo ningún cambio en dicha liberación de Ca2+. Los 

mecanismos responsables para esta alteración no son claros, es posible que sea a una 

mayor estimulación en la síntesis del IP3 o por una mayor afinidad catalítica de la PLC, o 

un aumento de la afinidad del receptor IP3 hacia el IP3. Además otros trabajos 

demuestran que la prostaciclina  y el NO están aumentados en la cirrosis   hepática y por 

lo tanto son capaces de inhibir la actividad del receptor IP3 al promover su fosforilación y 

por lo tanto disminuir su afinidad hacia el IP3 o bien que las plaquetas de las LCB 

presenten un aumento de resistencia de este receptor a la desensibilización. Otros 

artículos indican que las concentraciones de Ca2+ en los depósitos internos también 

participan en la regulación de la afinidad del IP3 (Iyú, 2005). En nuestro trabajo, cuando 

inducimos el vaciamiento de los depósitos internos, tratando a las plaquetas con 

tapsigargina e ionomicina (para ver el tamaño de los almacenes), encontramos que la 

cantidad de Ca2+ acumulado en los depósitos internos en las LCB de 21 días sin y con 

tratamiento con ácido fólico es significativamente mayor que sus controles (Fig. 48).  Por 

lo tanto nosotros podemos explicar que esta mayor respuesta a la trombina por las LCB 

es debida a que éstas acumulan más Ca2+ en sus depósitos intracelulares, lo que podría 

estar ocasionando la mayor liberación de Ca2+.  

 

Por otro lado, no se observó ningún efecto de la Hcy en la liberación de Ca2+ 

intracelular, es decir que este aminoácido no es un factor que altere de forma aguda la 

liberación del Ca2+ en respuesta a trombina. Sin embargo, vemos una disminución 

significativa en la liberación del Ca2+ en ratas control tratadas crónicamente con ácido 

fólico con respecto a las sin tratar, y en la figura 45 y tabla M (anexos), vemos en general 

que hay una tendencia a disminuir esta liberación en las  ratas LCB aunque no de una 

manera significativa en animales LCB. El mecanismo por el cual actúa el ácido fólico 

modificando la respuesta a trombina en ausencia de calcio extracelular no está claro. Por 

referencias bibliográficas sabemos que el ácido fólico disminuye los efectos producidos 

por la Hcy, por lo tanto asumimos que esta vitamina  puede actuar por la misma vía que  

actúa la Hcy pero en sentido contrario. Es decir, inhibiendo la liberación de calcio desde 

los almacenes al medio intracelular ya sea inhibiendo la IP3 o segundos mensajeros, 

contribuyendo a una menor producción de ácido araquidónico (AA) y por lo tanto de 

tromboxano (TXA2). Otra acción descrita para la Hcy que podría ser inhibida por el ácido 

fólico es la inhibición de la actividad del intercambiador Na+/Ca2+ (Leoncini y cols., 2003).  
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Cuando las plaquetas son estimuladas con trombina en presencia de Ca2+ 

extracelular (1 mM) la señal de Ca2+ es mayor que en ausencia de calcio. En esta entrada 

de Ca2+ extracelular estimulada por agonista, no encontramos ninguna diferencia 

significativa entre LCB y controles ya sea con o sin tratamiento con ácido fólico (Fig. 47 

A y B). Trabajos anteriores al nuestro encontraron diferencias a concentraciones bajas de 

trombina, a dosis similares a las que en las plaquetas se pueden encontrar  en los vasos 

sanguíneos de manera que la activación de las plaquetas se da de forma más fácil.  A dosis 

altas (como en nuestro experimento: 0,3 U/ml) no vimos diferencias en la entrada de 

Ca2+. Posiblemente como el Ca2+ citosólico es un regulador importante de las bombas 

ATPasas de Ca2+, elevadas dosis  de trombina  pueden producir  elevados aumentos de 

Ca2+  que a su vez produzcan una gran activación de las bombas que eliminan Ca2+ al 

exterior celular (PMCA) y de las que bombean Ca2+ al interior de los depósitos internos 

(SERCA), produciendo un aumento neto de Ca2+. Además el propio Ca2+ puede inhibir el 

flujo de Ca2+ a través de los canales que permiten la ECC (Ma y col., 2001; Malli y cols., 2005; 

Iyu, 2005). Por ello, nuestros resultados no descartan que a dosis más bajas, la respuesta a 

trombina en presencia de calcio extracelular esté modificada tras el tratamiento con ácido 

fólico. 

 

En cuanto al efecto agudo con Hcy (10 y 25 µM), en la respuesta a trombina (Fig. 

36), observamos que existe una tendencia a un aumento de la entrada de Ca2+ extracelular 

en controles y en LCB de 21 días, sin embargo solo encontramos una diferencia 

significativa en las LCB de 21 días sin tratar con respecto a su control cisteína, en la dosis 

de Hcy (25 µM). El mecanismo por el cual podría actuar, es estimulando la ATPasa de la 

membrana plasmática (PMCA) e inhibiendo la salida de Ca2+ al deplecionar el 

intercambiador de Na+/Ca2+ (Ebbesen y cols., 2003; Leoncini y cols., 2003; Matte y cols., 2006). 

 

Al igual que en la liberación de Ca2+ intracelular, en la entrada de Ca2+ también 

vemos diferencias significativas al comparar el efecto de la trombina entre controles 

tratadas con las sin tratar crónicamente con ácido fólico. Existe una disminución en la 

entrada de calcio extracelular producido por la trombina tras el tratamiento crónico con 

ácido fólico. Aunque en ratas LCB existe una tendencia a una respuesta menor, las 

diferencias no fueron significativas. Esto se puede deber a múltiples factores y será 

necesario confirmar esta tendencia aumentando el número de animales experimentales.  

 

Como ya habíamos mencionado antes, el  mayor flujo de Ca2+ en las plaquetas se 

produce mediante entrada capacitativa (ECC). Estudios previos en nuestro laboratorio 

han encontrado una alteración en la ECC en plaquetas de ratas LCB a los 21 días. El 

inhibidor de Ca2+ ATPasa (SERCA), la tapsigargina (Thastrup y cols., 1990), da lugar a la 

liberación de Ca2+ hacia el citosol que causa el vaciamiento de los depósitos, estimulando 

la apertura de canales de Ca2+ en la membrana plasmática que permiten la ECC (Putney, y 

cols., 1999; Berridge y cols., 1995). En nuestros experimentos, la liberación de Ca2+ de los 

almacenes intracelulares causada por la tapsigargina, es mayor en el grupo con LCB que 

en el control, mostrando diferencias significativas, las ratas LCB de 21 días ya sea con o 

sin tratamiento crónico con ácido fólico. Esto indicaría mayor acumulación de Ca2+ en los 
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depósitos internos en el grupo LCB. Al estimular las plaquetas con Ca2+ (0,5 mM) para 

rellenar sus almacenes, las ratas LCB presentan niveles de Ca2+ intracelular menor que los 

controles (Fig. 8). Como ya habíamos mencionado antes, esto se puede deber a una 

menor entrada y/o una mayor salida de Ca2+ al espacio extracelular producida por la 

PMCA o el intercambiador Na+/Ca2+.  

 

El efecto de la Hcy en las plaquetas en la movilización del calcio en plaquetas se 

conoce poco. Posiblemente el mayor efecto en la agregación no esté a nivel de una 

estimulación especifica de los receptores de Ca2+, sino más bien a través de segundos 

mensajeros, o mediadores como es el caso del óxido nítrico, cuya reducción resulta en un 

incremento moderado de la sensibilidad hacia el agonista (Riba y cols 2004). Así, sabemos 

que en nuestro modelo experimental de cirrosis, existe un exceso de NO y una elevada 

Hcy plasmática (Ramirez, 1995).  

 

Un hecho a tener en cuenta, es que existen datos bibliográficos que describen que 

el efecto de la Hcy es tiempo dependiente. En nuestro estudio, hemos utilizado un 

tiempo de incubación de 5 minutos, ya que vimos que era suficiente para producir 

cambios en la agregación plaquetaria. Pero posiblemente tiempos de incubación más 

largos incrementen los efectos agudos de la Hcy y esto se tendrá en cuenta en futuros 

experimentos. Por ello, es posible que el tratamiento crónico con ácido fólico para 

eliminar los efectos de la Hcy, sea más efectivo en descubrir el papel de la Hcy en 

plaquetas de ratas con LCB. 

 

 

En la expresión de P-Selectina: 

 

A pesar de utilizar dosis fisiológicas muy altas de Hcy para este estudio, 

observamos que no produjo ningún efecto en animales controles o cirróticos. A pesar de 

que la Hcy es capaz de aumentar la agregación plaquetaria, tras el estímulo con un 

agonista, no es capaz de producirlo de forma espontánea (Fig. 33), sugiriendo que la 

influencia de la Hcy sobre la activación plaquetaria es secundaria. Parece simplemente 

promover otros mecanismos que potencien dicho aumento.  

 

Se piensa que la Hcy es rápidamente autooxidada en el plasma, para formar 

disulfuros mixtos y tiolactona de Hcy (Andersson y cols., 1995; Mohan y cols., 2008). Potentes 

especies reactivas de oxigeno son formadas durante esta auto-oxidación. La generación 

de superóxido dependiente de radicales hidroxilo iniciarían la peroxidación lipídica 

(Heinecke y cols., 1988; Loscalzo y cols., 1996; Mohan y cols., 2008). Lipoproteínas oxidadas de baja 

densidad, pueden inducir a la activación y ejercer un potente efecto aterogénico (Ardlie y 

cols., 1989; Mohan y cols., 2008). Otro estudio mostró que la Hcy estimulaba la liberación de 

ácido araquidónico (AA), para producir TXA2 y acumulación de especies reactivas de 

oxígeno (ROS), llevando a un desbalance del estado redox e hiperactividad plaquetaria en 

humanos (Signorello y cols., 2002; Mohan y cols., 2008). Una HHcy inducida puede alterar el 
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metabolismo plaquetario proporcionando una liberación de sustancias protrombóticas y 

por lo tanto un posible mecanismo para la activación plaquetaria, terminando en una 

agregación, esto puede explicar la trombosis intravascular (Mohan y cols., 2008). Se ha 

descrito que el grado de HHcy esta correlacionado con la reducción de la Proteina C, 

inhibiéndose así la actividad anticoagulante (Lentz y cols., 1996; Mohan y cols., 2008). Además, 

la Hcy induce una inhibición de más del 75 % de la antitrobina III, la síntesis 

anticoagulante del heparansulfato a través de una alteración inducida del potencial redox, 

sumado a ello hay un aumento de la expresión de la trombomodulina por la inactivación 

de la actividad de su cofactor y bloqueo del plasminógeno tisular unido a las células 

endoteliales (Leoncini y cols., 2003).  

 

Hay varios estudios que indican que la Hcy reacciona con el NO para formar S-

nitroso-Hcy, el cual tiene alguna de las propiedades del NO, representando un mecanismo 

protectivo contra las consecuencias adversas de una elevada Hcy. Sin embargo a altas 

concentraciones de Hcy y una larga exposición a las células endoteliales resulta en un 

daño en la producción de NO (Upchurch y cols., 1996; Stampfer y cols., 1993; Mohan y cols., 2008). 

La Hcy también reduce la actividad del NO por degradación oxidativa y por inhibición de 

la glutatión peroxidasa, resultando ser la Hcy la causante de un daño endotelial (Mohan y 

cols., 2008). Riba y colaboradores demostraron que la sensibilidad de las plaquetas al NO 

en presencia de HHcy se reduce significativamente, concluyendo que el NO modula el 

efecto de la Hcy en las plaquetas (Riba y cols., 2004; Mohan y cols., 2008).  

 

Sin embargo el ácido fólico es capaz de normalizar la expresión de la P-selectina en 

animales LCB de 21 días (Fig. 43). Si bien hemos visto que la Hcy no es responsable del 

aumento de la expresión de P-selectina, entonces el ácido fólico no ejerce su efecto a 

través de ella. Un estudio realizado por Marillach y colaboradores, mostró que la 

suplementación de ácido fólico en ratas cirróticas inducía a un aumento en la fibrosis, 

concluyendo que una sobredosis de esta vitamina en pacientes con enfermedad hepática 

puede estar contraindicado causando efectos adversos (Marillach y cols., 2008). Sabemos que 

el folato juega un rol crítico en la síntesis de purinas y timidinas que van  a influenciar el 

ciclo celular, la estabilidad del ADN y la apoptosis (Huang y cols., 1999; Marillach y cols., 2008). 

A pesar del gran número de estudios sobre los efectos de la suplementación con ácido 

fólico en modelos experimentales de cáncer y enfermedades cardiovasculares, no se ha 

estudiado en detalle su efecto sobre la función hepática (Kim, 2004; Marillach y cols., 2008). En 

este último estudio, el suplemento con ácido fólico reveló que las muestras hepáticas 

presentaban un alto contenido de colágeno, un alto número de células estelares activadas 

y un alto número de células apoptóticas parenquimales; además de grandes alteraciones 

en los marcadores serológicos de un hígado dañado (Marillach y cols., 2008). Por lo tanto, el 

tratamiento puede producir un cambio en la expresión de genes envueltos en la apoptosis 

y en la fibrosis  en el hígado. 
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En la producción de ROS: 

 

La HHcy se cree que ejerce sus efectos a través de un mecanismo que implica el 

daño oxidativo. Durante la auto-oxidación de la Hcy en el plasma, lo que conduce a la 

formación de especies reactivas de oxígeno (el anión superóxido y peróxido de 

hidrógeno). Estas moléculas son potencialmente responsables de la disfunción endotelial 

asociada con HHcy (HHcy) (Loscalzo, 1996; Daví y cols., 2001).  

 

Nuestros resultados confirman que la Hcy, en nuestros modelos de cirrosis es 

capaz de generar también un aumento de ROS, si bien este incremento en animales LCB 

de 21 días no alcanza a ser estadísticamente significativo, por la variabilidad de respuesta 

entre los animales, observamos una clara tendencia al incremento, comparada con el 

grupo control (Fig. 39). Como ya mencionamos, los ROS pueden ocasionar la 

peroxidación lipídica sobre la superficie endotelial, así como de partículas lipoprotéicas 

en el plasma (Kanani y cols., 1999; Dávi y cols., 2001). A su vez, la oxidación de lipoproteínas 

puede desencadenar la activación de plaquetas, así como algunas de las anormalidades 

hemostáticas que se han asociado con la HHcy. Por lo tanto, las modificaciones oxidativas 

inducidas por Hcy pueden contribuir a la patogenia de la trombosis en pacientes con 

HHcy (Loscalzo, 1996; Kanani y cols., 1996).  

 

 Tras el tratamiento crónico con el ácido fólico hubo una reducción significativa de 

producción de ROS tras ser las plaquetas incubadas con Hcy, pero no así tras ser 

estimuladas con otro agonista (ADP y Trombina).  Este último caso puede deberse sobre 

todo a la variabilidad de las respuestas entre animales. Aun así, se observa una clara 

tendencia al efecto inhibitorio que ejerce el ácido fólico sobre la producción de ROS. Una 

vía por el cual el ácido fólico es capaza de reducir la producción de ROS, puede ser por 

un mecanismo auto-oxidativo que mejora el metabolismo de la Hcy, por lo tanto, la 

reducción de este aminoácido azufrado, conllevaría a un menor estrés oxidativo (Mahfouz y 

col., 2004).  

 

 

EFECTOS DE LA PRESENCIA DE ASCITIS (LCB ASC) 

 

En la agregación: 

 

En animales LCB la presencia de ascitis hace que la Hcy no produzca ningún 

efecto, es decir no consigue aumentar una agregación, ya de por sí muy disminuida. En 

estadios avanzados de cirrosis hepática, la disminución de la agregación plaquetaria que 

se observa, es consecuencia, entre otros factores, de la pérdida de disponibilidad de ácido 

araquidónico, con deterioro subsecuente de la síntesis de prostaglandinas por la plaqueta 

(Rubin y cols., 1979). Es posible que el deterioro de la membrana plasmática en estadios 

avanzados impida que la Hcy ejerza algún efecto. 
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Por otro lado, la agregación plaquetaria que basalmente se encuentra disminuida en 

los animales con cirrosis y ascitis, se redujo aún más tras el tratamiento crónico con ácido 

fólico. Lo cual también nos indicaría el efecto nocivo del ácido fólico en estadios muy 

avanzados de cirrosis biliar. El  porcentaje de descenso para el área de agregación, fue de 

un 13,2 % con respecto a su grupo sin tratamiento, siendo también muy similar al grupo 

control (Fig. 42, Tabla 32). Pero en cuanto a la agregación máxima, llegó a un 40,9 % de 

descenso (Tabla L, anexos).  

 

A pesar de ser el folato esencial para la síntesis de DNA y por ende en la reparación 

celular, el ácido fólico es un tratamiento común en pacientes con enfermedades hepáticas 

crónicas, usualmente empleadas para la corrección de la anemia (Stratton  y cols., 2006). 

Además, está bien documentado que la deficiencia de folato se asocia con un mayor 

grado de insuficiencia hepática en pacientes con enfermedad hepática y en modelos 

experimentales (Halsted y cols., 2002; Esfandiari y cols., 2005). Sin embargo la posibilidad  de un 

efecto perjudicial del exceso de ácido fólico en el curso de esta enfermedad no se ha 

investigado lo suficiente. Esta posibilidad puede tener relevancia clínica, dado el riesgo de 

los pacientes que reciben una sobredosis durante un periodo prolongado de tratamiento. 

Masillach y colaboradores demostraron que en ratas sometidas a inhalación con CCl 4 (un 

modelo de cirrosis) y tras la suplementación creciente de ácido fólico, observaron que 

había un incremento significativo de la expresión hepática del gen Mmp7, gen que está 

relacionado con la degradación con la matriz extracelular hepática que conduce a la 

fibrogénesis y deposición de colágeno aumentando así el grado de daño hepático. 

Además, y puesto que en el hígado se generan la mayoría de los factores de la 

coagulación, también éstos se encontraron disminuidos (Marsillach y cols., 2008).   

 

En la homeostasis del Ca2+ y expresión de P-Selectina: 

 

En animales LCB con ascitis, la Hcy no produjo ningún aumento de calcio celular y 

la expresión de P-selectina en la plaqueta, los valores se mantuvieron muy similares a los 

controles tratados con cisteína. Es decir, los niveles basales y la entrada de calcio y 

expresión del receptor de activación, también se mantienen aumentados, pero no por ser 

tratadas agudamente con la Hcy. En cuanto a la ECC, la Hcy no aumentó ni la entrada ni 

salida del calcio. Por lo tanto no vimos ningún efecto apreciable con el tratamiento 

crónico con el ácido fólico. Una posible explicación para esta falta de efecto a la Hcy 

aguda, podría ser la exposición crónica a valores elevados de Hcy debido a la propia 

cirrosis o el deterioro estructural de las plaquetas en este estadío. 

 

En la producción de ROS: 

 

Observamos un claro aumento de producción de ROS (Fig. 39) en este grupo de 

estudio de cirrosis con ascitis. A pesar de que la Hcy es capaz de generar mayor ROS que 

el resto de los grupos de estudio, no existe una mayor agregabilidad o una mayor 

expresión de receptor de P-selectina, por lo que cabría pensar que en este estadio de la 
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enfermedad existe tal descompensación a nivel funcional que ni un aumento de Hcy, 

ROS o de expresión de receptores de activación (P-selectina) sería capaz de ocasionar 

estadios de riesgo de trombosis. ¿Qué es lo que sucede en esta etapa de la enfermedad en 

la que aparece la ascitis, que hace que las plaquetas pierdan la hiperagregabilidad que 

tenían en un estado colestático compensado? Las causas pueden ser multifactoriales, 

empezando por un mayor grado de daño hepático casi irreversible en esta etapa. Y los 

efectos citotóxicos per se de las ROS sobre las plaquetas causando la modificación 

oxidativas de sus biomoléculas y dando lugar a la alteración de la función celular. Y si 

bien el ácido fólico fue capaz de disminuir de forma significativa dicha respuesta ya sea 

frente a la trombina o a la incubación con Hcy (Fig. 49 y 50), este efecto podría ser 

perjudicial, ya que conduce a la respuesta de agregación hacia un estado de desequilibrio 

o gran hipo-respuesta.  

 

 

EFECTO DE LOS ÁCIDOS BILIARES  

 

Los ácidos biliares son el principal subproducto del colesterol y juegan un papel 

importante en el mantenimiento y formación de la bilis. Una cascada enzimática 

convierte el colesterol en los ácidos biliares primarios (ácido cólico y quenodesoxicólico 

(CDC)) en el hígado. Durante la circulación enterohepática, los ácidos biliares primarios, 

al someterse a una transformación bioquímica, como deshidroxilación, por la acción de 

las bacterias intestinales, producen los ácidos biliares secundarios (ácido desoxicólico 

(DC) y ácido litocólico) (Kasbo y cols., 2002). En el hígado, los ácidos biliares inducen el 

flujo biliar y la secreción de lípidos biliares; en el intestino, la absorción de lípidos de la 

dieta. Los ácidos biliares son también bacteriostáticos, y por eso la presencia de ácidos 

biliares conjugados podría contribuir a la esterilidad relativa usual del contenido del 

intestino delgado en la salud (Zuñiga y cols., 2003).  

 

 La cirrosis biliar está caracterizada por una alteración de la secreción hepato-biliar, 

como en consecuencia, los ácidos biliares y otros colepéptidos que son potencialmente 

tóxicos, se acumulan en el hepatocito y pueden conducir a lesiones de las células 

hepáticas, induciendo al estrés oxidativo y apoptosis, resultando un daño en el 

parénquima hepático (Pus y col., 2006; Monte y cols., 2009; Trottier y cols., 2012). La acumulación 

tóxica de los ácidos biliares es un sello de la enfermedad colestática crónica hepática. Su 

reducción es por eso una importante meta terapéutica. Cuando el flujo de bilis es 

reducido durante la colestasis, la simultánea sobre-regulación de los transportadores de 

los ácidos biliares en la membrana baso lateral y la baja regulación de los transportadores 

en las membranas apicales, favorece una ruta alternativa para la eliminación de los ácidos 

biliares de los hepatocitos (Dawson y cols., 2009). Estos cambios permiten la eliminación de 

los ácidos biliares del hígado a la sangre, pero no son suficientes para una completa 

desintoxicación de las células del hígado. La toxicidad de los ácidos biliares se asocia 

generalmente a sus propiedades anfifílicas (Hofmann, 1999) y el equilibrio entre caracteres 

hidrofílicos e hidrofóbicos difiere entre las especies de ácidos biliares (Monte y cols., 2009).  
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En nuestro estudio, se ha observado que ambos ácidos biliares, el ácido DC y el 

CDC aumentan el Ca2+ basal tanto en controles como en animales LCB de 21 días y con 

ascitis (Fig. 25). Posiblemente estos ácidos biliares actúan directamente sobre la superficie 

celular causando un incremento local de Ca2+ bajo la membrana plasmática. Este aumento 

de calcio puede ser suficiente para estimular la hidrólisis del PIP2, generación del IP3 y 

DAG, produciendo así la liberación de Ca2+ de los almacenes intracelulares. Nuestros 

resultados concuerdan con lo observado por Nakajima y colaboradores, donde los ácidos 

biliares aumentan las concentraciones de calcio intracelular y producción de NO en las 

células endoteliales vasculares. Ellos concluyen que los ácidos biliares pueden ser 

responsables en parte de los cambios hemodinámicos observados en la cirrosis, 

induciendo a una hipotensión arterial  debido a la dilatación periférica (Nakajima y cols., 

2000; Lau y cols., 2005). De igual manera, el aumento de los ácidos biliares plasmáticos en la 

cirrosis colestática, podrían explicar en parte el aumento de los niveles basales de Ca2+ en 

las plaquetas de nuestros animales con LCB.  

 

En la liberación y entrada de Ca2+ se observó una clara disminución con respecto a 

su control para cada grupo de estudio (Fig. 26 y 27), pero siendo de forma significativa 

para el ácido DC. Además, se aprecia una tendencia a la disminución de los almacenes de 

Ca2+ (Fig. 28). En cuanto a la ECC, vemos una clara tendencia a un aumento de Ca2+ tras 

al incubar con la tapsigargina, lo cual indicaría que los ácidos biliares podrían tener efecto 

inhibitorio sobre la SERCA. Además, la entrada de Ca2+ (del exterior al interior celular), 

se ve significativamente más disminuida en los tres grupos de estudio tanto por el DC 

como por el CDC (Fig. 29). La ECC está disminuida en las plaquetas de los animales con 

LCB y el hecho de que los ácidos biliares produzcan una mayor disminución que en las 

plaquetas controles, nos llama la atención, ya que implicaría el rol citotóxico de estos 

ácidos biliares. Kim y colaboradores también dan evidencia, de que la mezcla de ácidos 

biliares aplicado a células pancreáticas podría inhibir la SERCA (Lau y cols., 2005; Kim y cols., 

2002). Esta acción requiere la absorción celular de los compuestos biliares por 

transportadores específicos de los ácidos biliares o bien por su capacidad hidrofóbica 

pueden cruzar pasivamente las membranas plasmáticas. Respecto al primer mecanismo, el 

DC y CDC interactúan con los receptores celulares acoplados a algunas isoformas de 

PLC dependientes de Ca2+
 (Kim y cols., 2002) y producir suficiente DAG para permitir la 

translocación de la isoforma convencional de la PKC (Ca2+ y DAG-dependiente) (Pinton y 

cols., 2002). Lau describe que el DC es capaz de activar al fosfolipasa C (PLC) 

efectivamente, trabaja a través del proteína G o tirosina kinasa, acoplada al receptor de 

superficie o a algún otro sistema no receptor de la  proteína kinasa que es capaz de activar 

a la PLC. Respecto al segundo mecanismo, la literatura documenta que hidrofobicidad y 

la alta toxicidad del CDC y del DC en la carcinogénesis colorectal (Debruyne y cols., 2001; 

Lau y cols., 2005) y también en otro tipo de canceres relacionados con el flujo gástrico. Se 

ha visto que el efecto permeabilizante los ácidos biliares (especialmente los monohidroxi 

como el taurolitocolato) es bastante selectivo para la membrana del RE, en los 

hepatocitos, pero no así en plaquetas por lo tanto dependerá del tipo de sales a las que las 

células estén expuestas (Coquil y cols., 1991). Nuestros resultados, aportan que en la cirrosis, 
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los ácidos biliares, pueden llegar a tener una acción sobre las señales de traducción 

intracelular y potencialmente contribuir a la alteración de las funciones celulares.  

 

De todas maneras estos ácidos biliares no son capaces de producir ninguna 

alteración en la expresión de P-selectina, ni en controles ni en animales LCB (Fig. 24), 

también como dato preliminar tampoco observamos ninguna alteración en la agregación 

plaquetaria (datos no mostrados). Un estudio realizado en 1980 por Baele y 

colaboradores, estudiaron el efecto de las sales biliares (ácido glicoquenodesoxicólico, 

tauroquenodesoxicólico, glicólico, taurocólico y cólico) sobre la agregación en plasma 

rico en plaquetas (PRP) y vieron un claro efecto inhibitorio debido a que estas sales 

bajaban el pH del plasma. Sin embargo el ácido CDC fue el único en inducir la 

agregación (Baele y cols., 1980). Las sales conjugadas gradualmente cortan la membrana 

celular en piezas que hacen las células para convertirse en pequeñas esferas y que el 

cambio morfológico que producen sobre las plaquetas dependerá de la concentración y 

del tiempo de incubación (Shiao y cols., 1993). Por otra parte, se ha descrito que el DC tiene 

una actividad estimulatoria del cAMP en las plaquetas, por lo tanto su acumulación 

tendría un efecto inhibitorio sobre la agregación (Takano & Suzuki, 1980; Shiao y cols., 1993). 

También se ha visto que el ácido CDC es capaz de disminuir la actividad de las células 

natural killer (NK) en pacientes con cirrosis y que el tratamiento con el ácido 

ursodesoxicólico (UDC) reducía el efecto del CDC ya que modifica la composición de los 

ácidos biliares circulantes en particular del CDC (Hirata y cols., 2002). Un estudio más 

reciente mostró también que el ácido DC era capaz de inhibir la agregación y la secreción 

de ADP, pero usaron concentraciones mayores a 10 mM y con una incubación de 10 

minutos (Tan y cols., 2011). En nuestro estudio hemos utilizado una concentración 100 

veces menor, ya que a esa concentración vimos un efecto en la homeostasis del Ca2+. La 

misma concentración fue utilizada en todos nuestros estudios. Aun así, tal vez esa es una 

de las causas por la que no vimos ninguna respuesta en los estudio de agregación y 

expresión de P-selectina.  

 

Recientemente un grupo en España, ha encontrado una buena respuesta al uso del 

ácido Ursodesoxicólico (UDC) como tratamiento en pacientes con cirrosis biliar, 

haciendo descender un 40 % los niveles de fosfatasa alcalina a casi niveles normales; sin 

embargo estos resultados no se ven en pacientes con una enfermedad más avanzada (Parés 

y cols., 2006). Un reciente meta-análisis ha demostrado que el tratamiento prolongado con 

dosis media (10-20 mg/Kg/día) mejora la bioquímica hepática y la supervivencia en un 

hígado trasplantado, en cambio también hay otros estudios en las que concluyen que el 

tratamiento con UDC no da ningún beneficio en la supervivencia (Chi y cols., 2006; Kumagi y 

cols., 2008). Un estudio reciente indica que el UDC actuaría sobre las plaquetas como un 

antagonista del receptor del colágeno (a2b1), por lo que podría tener una acción 

terapéutica en la reducción de eventos trombótico/fibróticos (Tan y cols., 2012). Hay pocos 

estudios que indiquen su acción directa sobre las plaquetas, lo cual sería interesante ver su 

acción para futuros estudios. 
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EFFECTO DE LAS CITOQUINAS 

 

El daño al conducto biliar termina eventualmente en el daño hepático. La 

inflamación hepática es un importante factor de la colestasis hepática, tanto en humanos 

como en animales  de experimentación. Tras la ligadura del conducto biliar, las células 

Kuffer son activadas como indicador de la actividad fagocítica e incrementan la 

formación de citoquinas y del factor activador de plaquetas (PAF). Además, el sistema de 

neutrófilos permite la formación de ROS después de la ligadura del conducto biliar, ya 

que estos neutrófilos activados se acumulan en el hígado (Gujral y cols., 2003). En un estudio 

realizado por Bemelmans y colaboradores, detectaron que la IL-6 y el TNF estaban 

elevados en el suero de ratones sometidos a una obstrucción biliar (Bemelmans y cols., 1992). 

Debido a que la P-selectina es un factor de activación plaquetaria, nosotros queríamos ver 

el papel de las citoquinas en  dicha activación, pero a pesar de que el tiempo de 

incubación fue de 1 hora, no se observaron diferencias con respecto a su basal, tanto en 

controles como en animales LCB (Tabla 18). Por lo tanto, no podemos demostrar una 

relación entre estas citoquinas y el aumento en la expresión de la P-selectina encontrado 

en las plaquetas de los animales con colestasis descompensada. 
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1. Los animales con cirrosis biliar experimental, por ligadura del conducto biliar (LCB) 

sin presencia de ascitis, presentan una mayor agregación plaquetaria in vitro. Esta 

alteración está relacionada con una mayor movilización del Ca2+ intracelular, pero 

con una menor ECC. Sumado a ello, presentan sobre-expresión del receptor de 

activación (P-selectina) y una mayor producción de ROS. La presencia de ascitis, 

revierte parte de estas alteraciones, llegando incluso a producir una hipoagregación, 

que se acompaña de una gran disminución de la ECC y una excesiva producción de 

ROS.  

 
2. El óxido nítrico (NO) tiene un papel en el mantenimiento de los niveles de Ca2+ 

intracelular en las plaquetas de animales LCB, ya que su ausencia hace que disminuya 

aún más la ECC.  
 

3. Un aumento plasmático de ácidos biliares, como el desoxicólico (DC) y 

quenodesoxicólico (CDC), podría explicar en parte los niveles elevados de [Ca2+]c 

plaquetario basal y la menor ECC en animales con cirrosis biliar experimental. Sin 

embargo estos ácidos biliares no están relacionados con la sobre-expresión de la P-

selectina encontrada en los animales cirróticos sin ascitis. 

 
4. El tratamiento crónico con ácido fólico, puede ser efectivo en la cirrosis biliar, en una 

fase pre-ascítica,  ya que revierte la hiperagregación plaquetaria y produce una menor 

expresión de la P-selectina en respuesta a agonista. Esto se acompaña de una 

normalización en la producción de ROS y una menor liberación de Ca2+ de los 

almacenes intracelulares, aunque sin cambios en la ECC.  

 
5. Diversos factores plasmáticos (Hcy, NO, ácidos biliares) pueden contribuir a la 

hiper- excitabilidad plaquetaria de la cirrosis biliar experimental sin ascitis, mediante 

un aumento excesivo de los niveles de Ca2+ y/o producción de ROS. La aparición de 

ascitis reduce la duración de la respuesta de agregación, lo que puede ser explicado 

por la mayor producción de ROS.  
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1. REACTIVOS 
 

1.1 Anestésicos 

  2-Imalgène 1000: Clorhidrato de Ketamina (11,52 g) 10 g base, Clorbutol 

(500 mg), excipientes c.s.p. 100 mL  como principio activo. Se guarda a 4 ºC. 

Marca comercial Roche. 

   Rompun: 1 mL contiene, p-hidroxibenzoato de metilo (1 mg) como 

conservante y Clorhidrato de Xilacina (20 mg) como principio activo. Se 

guarda a 4 ºC. Marca comercial Bayer.  

 

1.2  Albúmina: de suero Bovino. Se guarda a 4 ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.3 ACG: solución compuesta por una concentración final de: 

 

 Citrato Sódico (80 mM) 

 Ácido Cítrico (52 mM) 

 Glucosa (180 mM) 

 

Todo ello diluido en agua ultra pura, guardado a 4 ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.4 Ácido Plurónico (20 % p/v): se disuelven 100 mg de ácido plurónico en 500 µl de 

DMSO, se agita bien hasta que la mezcla sea homogénea. Se guarda a temperatura 

ambiente. Marca comercial Sigma. 

 

1.5 Ácido Fólico (0,06 g/L): diluida en agua de grifo. Protegido de la luz. Se guarda a 

4 ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.6 Agonistas: se utilizaron las siguientes drogas con sus respectivas concentraciones 

de trabajo: 

 

     Adenosin-5’-Difosfato (ADP) (500 µM): diluida en agua ultra pura. 

     Trombina (Tr) (1 U/10 µl): 100 unidades disueltas en 1mL de agua ultra pura. 

     Tapsigargina (TG) (100 µM): diluida en agua ultra pura. 

     2,5-di-(ter-butyl)-1,4-benzohidroquinona (TBHQ) (20mM): diluida en DMSO 

     L-Cisteína (1 mM): diluida en agua ultra pura.  

    DL-Homocisteína (1 mM): diluida en agua ultra pura. 

     Peróxido de Hidrógeno (H2O2) (1 M): 113,3 µl H2O2 de diluida en 886,7 µl     

Tampón-2. Se guarda 4 ºC. 

     Tritón (10 X): diluida en agua ultra pura. Se guarda a Tª ambiente. 

 

Salvo especificado, se guardan a -20 ºC. Marca  comercial Sigma. 

 



 

 

 

 
                                               

                                                                                   

206 

 

1.7 Apirasa (40 µg/mL)f: 1 KU diluida en 7 mL de agua ultra pura para tener una 

concentración final. Marca comercial Sigma. Se guarda a -20 ºC. 

 

1.8 Acido Desoxicólico (DC) (120 mM): 25 mg diluido en 500 µl de Tampon-2. Se 

prepara al momento. Marca comercial Sigma. 

 

1.9 Ácido quenodesoxinucleico (CDC) (120 mM): 25 mg diluido en 500 µl de 

Tampon-2. Se prepara al momento. Marca comercial Sigma. 

 

1.10 Anticuerpos: Se reconstituyeron en 1 mL de agua ultra pura Se guarda a 4 ºC. 

Marca comercial AbD Serotec. 

 

MOUSE ANTI RAT CD61-FITC (0,1 mg/mL) 

MOUSE ANTI-HUMAN CD62P-PE (0,1 mg/mL) 

 

1.11 DL-Buthionine(S-R)-Sulfoxamine (BSO): 250 mg diluido en 5 mL de agua ultra 

pura. Se guarda a -20 ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.12  CaCl2.2H2O (100 mM): 147 mg diluido en 10mL agua ultra pura. Se guarda a -20 

ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.13 Citokinas:   

 Interleuquina-6 (rat-IL-6) (20 µg/mL): 20 µg diluida en 500 µl de agua 

ultra pura y 500 µl de PBS (1 % BSA). Se guarda a -20 ºC. Marca comercial 

PeProtech. 

 Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-α) (20 µg/mL): 20 µg diluida en                  

500 µl de agua ultra-pura y 500 µl de PBS (1 % BSA). Se guarda a -20 ºC. 

Marca comercial PeProtech. 

 

1.14 Citrato (3 %): diluida en agua ultra pura. Se guarda a 4 ºC en la oscuridad. Marca 

comercial Sigma. 

 

1.15 5-(y-6)-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoreseina diacetato (CM-H2DCFDA-

acetil éster) (2,86 µg/µl): 50 µg liofilizado, diluido en 17,5 µg de DMSO. Se 

guarda a -20 ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.16 Dimetilsulfóxido (DMSO): es un disolvente orgánico empleado para preparar      

compuestos no hidrosolubles como el fura-2AM, el ácido plurónico y otros. Se 

guarda a temperatura ambiente. Marca comercial Fluka. 

 

1.17 EDTA-K3 (15 %): diluida en agua ultra pura. Se guarda a 4 ºC en la oscuridad. 

Marca comercial Sigma. 
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1.18 EGTA (20 mM): se diluye 96 mg de EGTA en 10 mL de agua ultra pura y se ajusta 

el pH a 7,4. Se guarda a -20 ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.19 Etilen glicol bis (beta Aminoetil éter) N,N,N,N Ácido tatracético(EGTA-

Tris) (4 M): se diluye 475 mg de EGTA (Sigma) más 600 mg de TRIS (hidroxi- 

metil-amino metano (Merck) en 2,5 mL de agua ultra-pura, agitar  bien, ajustar pH  

a 8.18  y  guardar en alícuotas  de 20 µl, a –20 ºC. 

 

1.20 Fura-2AM (2,5 mM): 1 mg liofilizado, se disuelve en 400 µl de DMSO, teniendo 

así una disolución de 2,5 mM de fura-2AM por mL. Protegida de la luz con papel 

aluminio. Se guarda a -20 ºC. Marca comercial  Molecular Probes. 

 

1.21  Ionomicina (500 µM): 1 mg diluido en 1338 µl DMSO. Guardado a -20 ºC. Marca 

comercial Sigma. 

 

1.22 Manganeso (1 M): se  diluye 99 mg  de Cl2Mn.4H2O  en 500 µl de agua ultra-pura, 

se agita bien hasta que quede disuelto. Debe prepararse en el momento en que se 

realice el experimento. Mantener  a 4 ºC. Marca comercial Sigma. 

 

1.23  ProstaglandinaE1 (PGE1): diluida en DMSO para tener una concentración de 

trabajo de (5 mM). Protegida de la luz con papel aluminio. Se guarda a -20 ºC. 

Marca comercial Sigma.  

 

1.24 Paraformaldehido (PA) (16 %): 16 g de PA diluido en 100mL de agua ultra-pura y 

calentado a 65 ºC, se le añade 1-3 pastillas de NaOH (0,1 N) para ayudar a disolver, 

hasta que la solución este transparente. Se guarda a -20 ºC. Marca comercial Sigma.  

 

1.25  Tampón Madre  HEPES  (10X): la  solución está compuesta por: 

 

   Na Cl (136 mM)  

   K Cl (2,7 mM) 

   Cl2 Mg (2 mM) 

   NaH2PO4 (0,42 mM) 

   HEPES (5 mM) 

 

Diluido en agua ultra pura y guardado a 4 ºC.  

 

1.26 Tampón-1: Medio Hepes Ácido pH=6,6 sin calcio. 

 

 22 mL de agua ultra pura 

 2,5 mL de solución HEPES Madre (10 X) 

 250 µl Glucosa (0,5 M) 

 pH a 6,6  



 

 

 

 
                                               

                                                                                   

208 

 

 100 µl de EGTA (125 mM), para eliminar el calcio presente en el medio. 

 25 mg de Albúmina. 

 

1.27 Tampón-2: Medio Hepes pH=7,4 bajo en calcio. 

 

 44 mL de agua ultra pura 

 5 mL de solución HEPES Madre (10 X) 

 500 µl Glucosa (0,5 M) 

 pH a 7,4 

 50 mg  de Albúmina. 

 

 

2. MATERIAL 
 

 Material de disección  

 Hemocitómetro (Cámara de Neubauer) 

 Micropipetas 

 

 

3. EQUIPOS 
 

 Microscopio Óptico 

 Baño termostatizado Tectron Bio. P. Selecta 

 Balanza de precisión (KERN-EW) 

 Balanza de precisión  

 Centrifuga Labofuge 300 Heraeus 

 Lámpara de luz fría 

 Fluorímetro Spectronic Unicam. AMINCO BOWMAN. Serie 2 

 Agregómetro: Aggrecoder PA 3210  

 Cámara de video Sony 151 AP  

 FACSort Cell Sorter Flow Cytometer. Becton-Dickinson 

 Equipo de análisis de imagen Q-550 MC Leica. 
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4.   TABLAS  
 

 

4.1    AGREGACIÓN PLAQUETARIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
                       
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     
  
 
 
 
 

  
Ctrl. 

Sin/Tto 
 (n=6) 

 
LCB(15d)   
Sin/Tto 
 (n=6) 

 
LCB(21d)   
Sin/Tto 
 (n=7) 

 
LCB(Asc)  

Sin/Tto 
(n=6) 

 
Cys 

 

57,2±2 

 

73,9±2,6 

 

72,2±1,5 

 

49,3±3,6 

 

Hcy (10 µM) 

 

66,5±6,4 

 

75,3±2,8 

 

78±2,7 

 

48,5±4,3 

 

Hcy (25 µM) 

 

69,9±4,1 * 

 

75,5±2,8 

 

74,8±1,8 

 

50,3±3,5 

 

Hcy (100 µM) 

 

68,2±2,8 * 

 

78,9±3,2 

 

75,2±1,6 

 

49±2,8 

  
Ctrl 

Con/tto 
 (n=7) 

 
LCB(15d)   
Con /tto 

 (n=6) 

 
LCB(21d)   
Con /tto 

 (n=6) 

 
LCB(Asc)  
Con /tto 

(n=6) 
 
Cys 

 

49,7±3,5 

 

58,7±2,8 

 

65,3±8 

 

29,1±6,2 

 

Hcy (10 µM) 

 

56,6±3,1  

 

66,7±2,3  

 

69,8±9,6 

 

23,8±5,4 

 

Hcy (25 µM) 

 

    57,8±2,7  

 

67,2±2,1 

 

73,9±9,6 

 

24,2±6,4  

 

Hcy (100 µM) 

 

60,5±2,4 *  

 

64,3±3,4  

 

74,6±9,3 

 

28,5±6,1 

Tabla B: Valores de % de Agregación Máxima, tras el tratamiento agudo con 
Homocisteína (Hcy). En ratas control y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 días y 
con ascitis, tratadas crónicamente con ácido fólico. (*): p<0,05 vs Cys.              

 

Tabla A: Valores de % de Agregación Máxima, tras el tratamiento agudo con 
Homocisteína (Hcy), en ratas control y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 días y 
con ascitis. (*): p<0,05 vs Cys. 
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4.2    CONCENTRACIONES DE Ca2+ INTRACELULAR 
  
 

A. TRATAMIENTO CRÓNICO CON L-NAME 

 
 
 
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       
B. VACIAMIENTO DE LOS ALMACENES DE NO CON BSO 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
Ctrl 

(n=5) 

 
LCB(21d) 

(n=5) 
 

Tr (0,1 U/mL) 

 
57294,3±1607,8 

(n=5) 
 

60470,8±1593,7 
(n=5) 

 

 
Tr (0,3 U/mL) 

 
77595,2±3838,6 

(n=5) 

 
83730,5±4644,9 

(n=5) 
 

 

 
 

Ctrl 
 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)   

 
 
Sin 
BSO 

 

30957,3±2616,8 

(n=5) 

 

32751,1±2307,9 

(n=8) 

 

34150,4±3286,2 

(n=5) 

 

Con 

BSO 

 

29650,3±1916,7 

(n=5) 

 

29860,6±1430,1 

(n=7) 

 

31977,3±2230,6 

(n=6) 

Tabla C: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la  entrada de 
Ca2+ intracelular en respuesta a la trombina  (30 s de registro), en plaquetas 
de animales  control y LCB 21 días, tratadas crónicamente con L-NAME. 

 

Tabla D: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada  de 
Ca2+ intracelular en respuesta a la Trombina (0,3 U/mL) (30 s de registro),  en 
plaquetas de animales  control y LCB 21 días  y con Ascitis, tratadas agudamente 

con BSO. 
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C. TRATAMIENTO AGUDO CON ÁCIDOS BILIARES 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
D. TRATAMIENTO AGUDO CON HOMOCISTEÍNA 
 

 
 
 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Ctrl 

(n=6) 

 
LCB (21d)  

(n=5) 

  
LCB (Asc)  

 (n=6) 
 
Salino 

 

7870,5±837,5 

 

11098,7±1626,7 

 

 8396±1471,1 

 

DC (100 µM) 

 

6686,2±871,7 

 

10343,5±10343,5 

 

7810,3±7810,3 

 

CDC (100 µM) 

 

6583,8±870,8 

 

8096,3±936,3 

 

7272,6±1106,8 

   
Ctrl 

Sin/tto 
 

 
LCB (21d)   

Sin/tto 
 

 
LCB (Asc)  

Sin/tto 
 

 
Tr 

(0,1 U/mL) 

  

2366,1±229,1 

(n=10) 

 

3710,4±310,2 

(n=18) 

 

3035,3±813,6 

(n=18) 

 

 

 

Tr 

(0,3 U/mL) 

 

Cys 

 

 

Hcy 10 

 

 

Hcy 25 

 

3988,3±309,1 

(n=8) 

 

3919±265,9 

( n=8) 

 

4169,8± 349,1 

( n=8) 

 

 

5755,1±289,4 

(n=9) 

 

5472,8± 377,8 

(n=6) 

 

5215,2± 320,59 

(n=8) 

 

 

4542,52±655,6 

(n=6) 

 

5279,6±336,6 

(n=5) 

 

5140,98±310,6 

(n=6) 

 

 

 

 

 

ADP 

(5 µM) 

 

Cys 

 

 

Hcy 10 

 

 

Hcy 25  

 

6347,7±276,4 

(n=14) 

 

6166,5±22,4 

(n=8) 

 

5926,6±30,8 

(n=9) 

 

 

7305,8±253,2 

( n=22) 

 

7083,6±299,9 

(n=11) 

 

7167,9±314,8 

(n=11) 

 

 

7661,1±1209,9 

( n=6) 

 

7661,1±1209,9 

(n=6) 

 

8292±1019,4 

(n=6) 

 

Tabla E: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los Niveles totales de 
Ca2+ intracelular en respuesta a TG + Iono (30 s de registro), en controles, LCB 21 días 

y con ascitis, tras el tratamiento agudo con ácidos biliares. 

Tabla F: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la Liberación de Ca2+ 
intracelular en respuesta a trombina (0,1 y 0,3 U/mL) y ADP (5 µM) (30 s de registro)  en 

controles, LCB 21 días y con ascitis. 
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A  

Respuesta 

a TG 

 
Ctrl 

(n=9) 

 
LCB(21d) 

(n=13) 

 
LCB(Asc) 

(n=8) 

 
 

Cys 

 

2533,3 

± 

507,3 

 

3222,1 

± 

317 

 

2928,1 

± 

568,4 

 

Hcy 

(10µM) 

 

2433,1 

± 

187,8 

 

3014,6

 ± 

274,02 

 

3033,3 

± 

334,9 

 

Hcy 

(25µM) 

 

2146,6 

± 

247,9 

 

3030,9 

± 

211,1 

 

3123,2 

± 

312,1 

B 

Respuesta 

a  Ca++ 

 
Ctrl 

(n=9) 

 
LCB(21d)  

(n=13) 

 
LCB(Asc)  

 (n=5) 

 
 

Cys 

 

218794,2

 ± 

22056,8 

 

183770,1

 ± 

8614,5 

 

146814,5 

± 

24604 

 

Hcy 

(10µM) 

 

207622,5 

± 

9685,5 

 

188643,6 

± 

6446,3 

 

183151,1 

± 

10073,7 

 

Hcy 

(25µM) 

 

231041,5 

± 

22012,3 

 

186410,8

 ± 

9800,2 

 

181356,6

 ± 

20725,8 

  
 

 
Ctrl 

(n=11) 

 
LCB(21d)  

(n=6) 

 
LCB(Asc)  

 (n=5) 
 
 

TG+Iono 

 

6752,8 

± 

359,4 

 

9336,2 

± 

779,4 

 

6860,4 

± 

370,9 

Tabla G: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada Capacitativa de Ca2+ extracelular 
(180 s de registro)  en controles, LCB 21 días y con ascitis, tras el tratamiento agudo con homocisteína 
(Hcy). 

Tabla H: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los niveles 
totales de Ca2+ plaquetario, en respuesta a TG + Ionomocina (30 s de 

registro)  en controles, LCB 21 días y con ascitis. 
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E. TRATAMIENTO CRÓNICO CON ACIDO FÓLICO 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 
 
Sin/tto  
Ac. Fólico 

 

17,5±2,9 

(n=10) 

 

 

36,4±3,1 

(n=12) 

 

 

39,9±7 

(n=6) 

 

 

Con/tto   

Ac. Fólico 

 

24,9±2,2 

(n=6) 

 

 

31,6±2,1 

(n=14) 

 

 

29,4±1,6 

(n=4) 

 

  
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 
 
Sin/tto  
Ac. Fólico 

 

6752,8±359,4 

(n=5) 

 

 

9336,2±779,4 

(n=11) 

 

 

6860,4±370,9 

(n=5) 

 

 

Con/tto   

Ac. Fólico 

 

5896,3±400,5 

(n=7) 

 

 

8926,1±901,9 

(n=12) 

 

 

7498,8±1036,7 

(n=5) 

 

Tabla I:   Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los Niveles Basales de 
Ca2+ intracelular en respuesta a Trombina (0,3 U/mL), (30 s de registro) en controles, 
LCB 21 días y con ascitis, tras el tratamiento crónico con ácido fólico. 

 

Tabla J: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de los Niveles totales de Ca2+ 
intracelular en respuesta a TG+Ionomicina, (30 s de registro)  en controles, LCB 21 días y 
con ascitis, tras el tratamiento crónico con ácido fólico. 
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A  

Respuesta a 

TG 

 
Ctrl 

 

 
LCB(21d)  

 

 
LCB(Asc)  

 

 
 

Sin/tto  
Ac.Fólico 

 

2533,3 

± 

507,3 

(n=9) 

 

 

3222,1 

± 

317 

(n=13) 

 

 

2928,1 

± 

568,4 

(n=8) 

 

 

 

Con/tto  

Ac.Fólico 

 

1672,1 

± 

168,5 

(n=7) 

 

 

3040,7 

± 

225,2 

(n=11) 

 

 

4082,1 

± 

585,9 

(n=6) 

 

B 

Respuesta a  

Ca++ 

 
Ctrl 

 

 
LCB(21d)  

 

 
LCB(Asc)  

 

 
 

Sin/tto 
 c.Fólico 

 

218794,2 

± 

22056,8 

(n=9) 

 

 

183770,1 

± 

8614,5 

(n=13) 

 

 

146814,5 

       ± 

24604 

(n=5) 

 

 

 

Con/tto  

Ac.Fólico 

 

197297,4 

± 

20262 

(n=7) 

 

 

160240,2 

± 

10654,5 

(n=11) 

 

 

241445,5 

± 

14252,2 

(n=6) 

 

 
Agregación 

Máxima 

  
Agregación 
Máxima 

  
% 

Descenso 
 

Control 

Sin/tto 

 

100±3,5 

(n=6) 

 
Control 

Con/tto 

 

87±6,1 

(n=7) 

 

12,9 

 

 

LCB(15d)   
Sin/tto 

 

100±3,5 

(n=6) 

 

LCB(15d)   
Con/tto 

 

79,5±3,9 * 

(n=6) 

 

20,5 

 
LCB(21d)   
Sin/tto 

 

100±2,5 

(n=7) 

 
LCB(21d)   
Con/tto 

 

90,5±11,1 

 

9,5 

 
LCB(Asc)  
Sin/tto 

 

100±7,3 

(n=6) 

 
LCB(Asc)  
Con/tto 

 

59,1±12,5 ♦ 

(n=6) 

 

40,9 

Tabla K: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la Entrada Capacitativa de Ca2+ extracelular (180 s 
de registro), en controles, LCB 21 días y con ascitis, tras el tratamiento crónico con ácido Fólico. 

Tabla L: Efecto del tratamiento del ácido Fólico, expresado en % de descenso en la 
Agregación Máxima. En controles y con ligadura del conducto biliar de 15, 21 días y con 

ascitis. (*): p<0,05 vs LCB (15 d) sin/tto; (♦): p<0,05 vs LCB (Asc) sin/tto. 
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4.3   TABLA DE NIVELES PLASMÁTICOS HOMOCISTEINA 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
Ctrl 

 

 
LCB (21d)   

 

 
LCB (Asc)  

 
 
Sin/tto  
Ac. Fólico 

 

3988,3± 309,1 

(n=8) 

 

12336,7± 748,6 

(n=6) 

 

9534,6± 1334,1 

(n=6)  

 

Con/tto   

Ac. Fólico 

 

3037,9±288,9 * 

(n=7) 

 

9998,4± 1665,9 

(n=7)  

 

9782,9±1205,5 

(n=5) 

  
Ctrl 

(n=7) 

 
LCB (21d)   

(n=8) 
 

Hcy Basal ( µM)   
 

2,9±0,2 

 

3,1±0,5 

 

Hcy tras sobrecarga 

L-metionina  ( µM) 

 

6,6±0,6 * 

 

10,6±1,6 *,● 

Tabla N: Niveles plasmáticos de homocisteína (Hcy) en ratas  control y 
con ligadura del conducto biliar de 21 días, tras la sobrecarga con L-
metionina. (*): p<0,05 vs mismo grupo basal, (●): p<0,05 vs Ctrl con 

sobrecarga L-metionina 

Tabla M: Valores del área bajo la curva (expresado en nM) de la liberación de Ca2+ 
intracelular en respuesta a Trombina (0,3 U/mL), en controles, LCB 21 días y con ascitis, 
tras el tratamiento crónico con ácido fólico. (*): p<0,05 vs Ctrl sin/tto 
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1
7
 

 

1750g/10’/19ºC 

 

Citrato 3 % 
(Tª) 

5 mL sangre 

124 g/20’/19 ºC 

PRP 

PPP 

PRP+PPP 

Agregación 

Incubación con: 
Cys  
Hcy          (37ºC/5’) 

ADP 

Conteo cell  

 

AGREGACIÓN 

Lavado: 
941g/8’/19ºC 

 

Conteo cell 

Lavado 

1750 g/10’/19 ºC 

941 g/8’/19 ºC 

 

   19ºC/45’ 

 

 

Animal de estudio 

PROTOCOLOS: 
*EGTA- Trombina o ADP 
*Ca2+- Trombina o ADP 
*TG- Ca2+ 
*TBHQ- Ca2+ 

*TG+Iono 
*HomocisteÍna 
*H2O2 

ACG 

(Tª) 

124 g/20’/19 ºC 

PRP 

1.Carga fura-2AM  

2.Carga CM-H2DCFDA-acetil ester 

1. Medición de Ca2+ 

intra y extra celular  
2. Medición de ROS  

Plaqueta
s 

Resuspención 
con T-2 

 

10 mL sangre 

 37 ºC 

FLUORIMETRIA 

Citrato 3 % 
(Tª) 

5 mL sangre 

124 g/20’/19 ºC 

PRP 

PRP+PBS+EDTA 

Medición de P-selectina  

ADP 

Conteo cell 

Fijacion:0,16% PA 

Lavado: 
941g/10’/19ºC 

 
Incubación con:  

CD61-FITC y CD62PE 

Salino 
Hcy           
CDC 
DC 
 

Incubación: 

37 ºC/10’ 

Salino 
BSO 
TNF 
IL-6 
 

37 ºC/1 hr 

CITOMETRIA  DE  FLUJO  

ESQUEMA 
DE TRABAJO 
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