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LA PRESENCIA DEL RECEPTOR DEL TXA2 EN LOS RAFTS LIPIDICOS DE LAS PLAQUETAS
ES NECESARIA PARA LA ACTIVACION PLAQUETARIA POR TXA2
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Introduccién: El tromboxano A, (TX) sintetizado por las plaquetas activadas juega un importante
papel en la fisiopatologia de la trombogénesis, reforzando la activacién de las plaquetas que lo
producen y promoviendo el reclutamiento plaquetario al trombo, al actuar sobre su receptor es-
pecifico (R-TX). Las balsas lipidicas (rafts) son microdominios en la membrana plasmatica ricos en
colesterol que concentran receptores y moléculas senalizadoras y tienen un importante papel en
la transmision de sefales en las plaquetas. Actualmente no se ha descrito la presencia del R-TX en
los rafts de las plaquetas.

Objetivo: Analizar la presencia del R-TX en los rafts y los posibles efectos de su localizacién sobre
la respuesta funcional y bioquimica al TX.

Métodos: Las plaquetas de sujetos normales se lavaron y se valord la agregacion mediante
agregometria optica, la liberacién de nucledtidos de adenina por HPLC, los movimientos de
calcio por fluorimetria y la activacién plaquetaria (P-selectina y PAC-1) mediante citometria
de flujo. El aislamiento de los rafts se realizé por ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa
de lisados plaquetarios, analizando la presencia de proteinas por inmunodeteccién, e identi-
ficando los rafts por la presencia positiva de CD36. El papel funcional de los rafts se estudid
deshaciéndolos por incubacién de las plaquetas con metil-B-ciclodextrina (MBCD).

Resultados: El aislamiento de los rafts mediante ultracentrifugacién permitié detectar en la
fraccién correspondiente a los rafts (CD36+) un porcentaje importante (38%) del R-TX deter-
minado por densitometrado. El tratamiento con MBCD redujo fuertemente la presencia tanto
de CD36 como del R-TX en las fracciones correspondientes a los rafts. Mediante microscopia
confocal, empleando toxina colérica-Alexa488 como marcador de los rafts, confirmamos la
colocalizacién del R-TX en los rafts. La agregacion plaquetaria inducida por los andlogos del
TX U46619 (1 pM) o IBOP (10 nM) resultd fuertemente reducida (>85%) por el tratamiento
previo con MBCD. También se redujo drasticamente la liberacién de nucleétidos (-70%) y la
exposicion de P-selectina, indicando la participacién de los rafts en el proceso de liberacion de
granulos densos y a dependiente del R-TX. Ademas se redujeron los movimientos de calcio
(-60%) y la activacion de la integrina IIbllla, implicando a los rafts en la transmisién de senales
mediada por el R-TX.

Conclusién: Los resultados demuestran, por primera vez, la presencia del R-TX en los rafts de las
plaquetas, y la importancia bioquimica y funcional de su localizacién en estos microdominios de
membrana en la respuesta plaquetaria al TX.

FIS07/0463. RENEVASRD06/0026



