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L. Dt BeLLA, G. ScaLERA. MUT. Rosst e L. GUALANO
(Cattedra di Fisiologia Generale, Universite di Modena)

L'aggregazione Piastrinica in presenza di Melatonina (MLT).

Nel 1954 BRACCO, M. CURTI, P.C. ¢ BALLERINLI. G. (1). e 'anno dopo
ZUCKER, H.D. & BORRELLL J. (2) identificarono nella serotonina il “fattore
vasocostrittore piastrinico” liberato dalle piastrine nel corso dell’emostasi.

La serotonina potrebbe essere assunta. dal mezzo circostante, dalle pia-
strine per semplice diffusione (3), ovvero per un processo attivo di (rasporto
(4) da parte di un recettore responsabile anche dell’aggregazione da 5-OH-
triptamina (5). Nelle piastrine la 5-OH-triptamina si trova nei “dense bodies”
(6.7). insieme con ATP. ADP, AMP. GTP, GDP. GMP ¢ L'TP (8.9). Ca e Mg
(10, 11).

Oltre che la 5-ossi, anche la S-melossitripramina & un potente aggregante
(12). La O-metilazione della serotonina ( ¢ di catecolamine) avviene in pre-
senza di S-metioninadenosina, come donatore di metile (13) e della idrossiin-
dol-O-metiltransferase. trovata nell’epifisi di mammiferi (14) e di uceelli (13);
nell’epifisi di uomo il contenuto non & correlato con lo stato di calcificazione
della ghiandola, né con I'eta (16). La O-metilazione viene catalizzata sia sulla
serotonina. che su altri ossi-indoli ed N-acetilderivati (14).

Le piastrine metabolizzano il glucoso extracellulare ed il glicogeno endo-
geno per glicolisi. attraverso il ciclo di Krebs e la fosforilazione ossidativa
(17). ed i rispertivi estratti hanno anche attivita acetil-CoA-carbossilasica.
Non sono percio remote le possibilita di una N-acerilazione della serotonina
addirittura nelle piastrine, tanto piti che la stimolazione delle abenule fa cre-
scere il tasso piastrinemico nei ratti (18) e che la Melatonina (MLT) ha un
ciclo circadiano nel sangue (19, 20, 21),

Per le predette considerazioni abbiamo ritenuto utile contributo alla cono-
scenza della complessa fisiologia delle piastrine, lo studio dell'influenza della
MLT sull'aggregazione piastrinica.

Ci siamo giovati del plasma ricco e povero di piastrine (PRP ¢ PPP) otte-
nuto con siringhe di plastica dal sangue della vena cubitale di uomo. o dalla
carotide o dal cuore destro di ratti maschi in narcosi nembutalica.

Lincoagulabilita si & ottenuta: a) con Na-citrato 3.8% (1:9: viv): con
Eparina (mg 1:10 ml), con EDTA (2.5%: 1.9: viv): con soluzione tamponata
(pH = 7.4) ¢ isotonica (300 mOsmoli) di Na-ossalato. La ricalcificazione
avveniva con soluzioni 184 mg%. 368mg%. 736 mg% di Calel:-21LO.
L'aggregazione si registrava con aggregometro ELVI 840 a 2 canali indipen-
denti. con agitazione magnetica a 1000 rpm, in cuverte di plastica termostarta-
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te a 37° C, su 250 pl di plasma con luce emessa da microlampada al tungste-

no a 640 nm,

La MLT ¢ scarsamente solubile in acqua ¢ soluzioni saline fisiologiche. Si
sono adoperate soluzioni sature a 37° C in PPP, in corrente di N: saturo alla
stessa temperaturs di umidita: ovvero soluzioni 0,30 mMol. in miscela etano-
lo. acqua (MLT mg 3.4; Ewanolo 93%. ml 0.5: acqua distllata o soluzione
fisiologica salina q.b. a 5 ml).

Alcuni ratti sono stati iniettati 12-36 ore prima i.p. con 5 ml di una solu-
zione fatta con le stesse modalita e contenente 0.03 mM di MIT- perfettamen-
te tollerata senza nessuna manifestazione apparente.

I risultati finora ottenuti si [M0550N0 riassumere nei punti seguenti:

1) La MLT in plasma saturo a temperatura ambiente provoea i seguenti
effetti sul PRP umano:

a) disaggrega (20 pl) istmuanlumneme. per breve tempo, reversibilmente.

se aggiunta a PRP (200x10 piastrine/pl):

b}IADP (10 pl). aggiunto 264 sec. dopo la MLT. anziché aggregare disag-

grega. previa aggregazione di breve durata, irreversibilmente:

c)se la ML viene aggiunta in fase di aggregazione da ADP. la curva di

disaggregazione:

@) viene sempre profondamente alterata:

() Palterazione consiste in un immediato e completo ripristino della
trasmittanza ai valori iniziali della durata di pochi secondi:

Y) Paggregazione viene successivamente invertita in lisaggregazione
totale o parziale. in relazione soprattutto all'intervallo fra I'aggiunta
di ADP e quella di ML ed alla concentrazione di MIT,

Nel plasma di ratto i risultati sono diversi. in relazione sopratiutto all’an-
ticoagulante usato (citrato. ossalato. EDTA. Eparina). 1 risultati si possono
riassumere nei punti seguenti:

1) La MLT aggiunta a plasma citratato. nel corso dell’aggregazione da ADP

& inattiva, a concentrazione € 2nM/ml dopo intervalli di tempo dall'ag-

giunta di ADP <38 SEC..

Aggiunta al plasma contemporancamente all’ ADP. la MLT puo aumentare

Pampiezza dell'aggregazione, ¢ modificare la forma dells curva;

3] Su aleuni plasmi citratati la MLT pud invertire in disaggregazione I'effetto
normale aggregante dell’ADP: la %le di detto efferto puo passare da 0 al
23%:

4) Aggiunta a concentrazione < 1.35 nM/ml la ML generalmente non incide
sulle condizioni delle piastrine sospese. A concentrazioni maggiori di quella
predetta, la trasmittanza sale di poco (variazioni di forma?) ¢ mantiene
costante il valore aggiunto. o tende lentamente a riportarsi al valore iniziale:

()
~——
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5) Se la MLT si scioglie in 1 vol. di etanolo a 95% e poi si porta a 10 voll.
con acqua, o soluzione fisiologica NaCl. e si aggiunge sino a ottenere con-
centrazioni di MLT nella cuverta anche oltre che doppia di quella di MLT
in plasma, o non si rileva modificazione alcuna. o I'eventuale aumento
della trasmittanza non appare diverso da quello che darebbe lo stesso
volume della stessa miscela (etanolo+acqua: etanolo+soluz. fisiol.) senza
MLT. La causa potrebbe dipendere soprattutto: a) dalla presenza di eta-
nolo; b) dall’alterata interazione della MLT con le plasmaproteine:

6) Tutti gli effetti della MLT, sciolta in acqua o soluz. fisiologica, ovvero in
PPP, non differiscono apparentemente nei ratti iniettati 12-36 ore prima
con forti dosi di MLT. La ragione potrebbe dipendere dalla rapida escre-
zione o inattivazione della MLT iniettata:

7) 1 risultati sopra riassunti e ottenuti su plasma citratato, non sono essen-
zialmente diversi da quelli ottenuti con plasma raccolto con EDTA, epari-
na. od ossalato, sempre che ci sia in ogni caso la concentrazione adeguata
diCa”.

Non mutano neanche i risultati in presenza di adrenalina o 5-OH-tripta-
mina.

Conclustont

Le concentrazioni di MIT adoperate sono dello stesso ordine di grandezza
o inferiori a quelle di andrenalina e serotonina necessaric per aggregare. La
MLT non ha mai interferito con 'andamento della curva di aggregazione da
ADP nel PRP di ratto, mentre ha sostanzialmente modificato quello del PRP
umano. Nel PRP di ratti Ueffetto della MLT precedente 'aggiunta di ADP & in
relazione con la concentrazioné della MLT. e col tempo trascorso dall’aggiun-
ta, e puo tradursi. in una variabile %le di plasmi. in una inversione dell’azio-
ne dell’ADP. Risulta da queste ricerche se non provata quanto meno probabile
I'ipotesi che nelle piastrine possa coesistere la MLI" accanto alla serotonina, e
che dal rapporto di concentrazione dei due ( ¢ forse di altri) composti indolici.
dalla trasformazione reversibile 0 meno dell'uno nell’altro, possa in parte
dipendere il processo di adesione e di aggregazione piastrinica ed una parte
delle turbe della funzionalita delle piastrine,
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