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Fundamentos: El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) es un anticoagulante de uso
frecuente en el laboratorio de hematologia. Aunque no es adecuado para estudios de
funcionalismo plaquetario, se utiliza para prevenir la formacién de agregados y facilitar
el estudio de cambios mediante citometria de flujo. Estudios recientes sugieren que
podria tener un efecto deletéreo sobre las plaquetas.

Objetivos: Evaluar el efecto del EDTA sobre las plaquetas a nivel de receptores,
mecanismos de sefalizacion y el ensamblaje del citoesqueleto.

Métodos: Muestras de sangre o suspensiones de plaquetas fueron incubadas con
EDTA (5mM, 22°C, 24h). Cambios en la morfologia y la presencia de marcadores de
activacioén fueron evaluados mediante técnicas ultraestructurales y citometria de flujo.
Suspensiones de plaquetas, en presencia de Ca** o expuestas a EDTA, también
fueron activadas con trombina (0.5U/ml, 90s). El analisis proteico de los lisados y del
citoesqueleto fue realizado por electroforesis en geles de acrilamida (8%) y tincion con
azul de Coomassie. Las fosfotirosin-proteinas fueron detectadas tras transferencia
proteica y quimioluminiscencia. Los efectos de wortmanina (1#mM, inhibidor de PI3K)
y tirfostin47 (50 #mM, inhibidor de tirosin-quinasas) fueron evaluados.

Resultados: La incubacién prolongada de sangre o suspensiones de plaquetas en
EDTA indujo un incremento progresivo en la expresion de P-selectina y deplecion de
los granulos. La presencia de EDTA resulté en un aumento en la fosforilacion de
proteinas, compatible con un estado de preactivacion, y una disminucion significativa
en la fosforilacion de la proteina constitucional pp62¥**, con minimo impacto sobre el
ensamblaje del citoesqueleto. La activacion con trombina no restauré la fosforilacion
de pp62’%°, aunque si indujo la polimerizacién de actina y la asociacién de otras
proteinas contractiles con patrones que diferian de los observados en presencia de
Ca?*. Wortmanina vy tirfostin47 previnieron las alteraciones inducidas por EDTA e
inhibieron los mecanismos de sefializacion y del ensamblaje del citoesqueleto
inducidos por trombina.

Conclusiones: ElI EDTA tiene un efecto deletéreo sobre las plaquetas. Provoca
degranulacion, induce cambios en mecanismos de sefalizacion e interfiere aunque
minimamente con la asociaciéon de proteinas del citoesqueleto. Estos efectos son mas
evidentes con el tiempo de exposicion. EI EDTA favoreceria la fusién de los granulos
con el sistema canalicular abierto y un estado de preactivacion plaquetaria que puede
interferir con la respuesta a otros agonistas.



