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INTRODUCCION
Las Microparticulas (MPs) fueron descritas por primera vez en 1967 cuando Wolf inform¢ de
fragmentos de membranas de plaquetas en el plasma humano y las llamé "polvo de
plaquetas” a estos fragmentos[1]. Las MPs son vesiculas de menos de 1 p de didmetro
liberadas a partir de las membranas plasmaticas celulares que son lesionadas, activadas, o que
sufren apoptosis.[2] Estas MPs llevan proteinas de superficie y material citoplasmatico de sus
células de origen, permitiendo que su origen pueda ser identificado.[3] Las MPs encontradas
en el plasma se originan predominantemente de plaquetas, megacariocitos y en menor
proporciéon de células tales como endoteliales, leucocitos y eritrocitos. Su liberaciéon esta
estrechamente regulada y sus proteinas de superficie les permiten funcionar como

mensajeros involucrados en muchos procesos bioldgicos.

En las ultimas décadas se ha hecho evidente que en muchos tipos de células se liberan MPs y
que estas MPs pueden no sélo ser efectos secundarios de los procesos celulares, también
pueden participar activamente en la fisiologia y la fisiopatologia. In vitro, la liberacién de MPs
se ha demostrado a partir de células endoteliales, células musculares lisas vasculares,
plaquetas, leucocitos, linfocitos y eritrocitos. Algunas de estas poblaciones de MPs se
producen en la sangre de individuos sanos y enfermos. Hay cambios obvios en los nimeros de
origen celular y la composicién de las poblaciones de MPs en diversos estados de enfermedad.
El impacto, sin embargo, de estos cambios en su efecto in vivo esta todavia insuficientemente

conocido. Las MPs se han implicado en la inflamacidn, la coagulacién y la funcidn vascular.[4]



MARCO TEORICO

CAPITULO I

Formacion y estructura basica de Macroparticulas:

La membrana celular es una capa bifosfolipidica formada de fosfatidilcolina y esfingomielina
en la superficie exterior y en la superficie interior por fosfatidiletonolamina y fosfatidilserina.
En reposo (ej, sin estimulacidn), la superficie externa no tiene carga mientras que la
superficie interna esta cargada negativamente. Cuando una célula es activada o lesionada, el
calcio intracelular aumenta rapidamente, causando que las enzimas activadoras causen la
externalizacién de la superficie interna cargada negativamente (principalmente
fosfatidilserina) y la reorganizacion del citoesqueleto. Esta alteracidn origina vesiculas en las
membranas y liberacién (gemacién exocitica) de MPs. Ademds de su carga negativa en la
porcion fosfolipidica del material envuelto, las MPs también contienen porciones de sus
células progenitoras. Mediante el uso del citometro de flujo y combinaciones de marcadores

antigénicos, los niveles de varias MPs pueden ser cuantificadas.[4]

Formacion de Microparticulas

Hay dos procesos celulares bien conocidos que pueden conducir a la formacién de MPs, la
activacién celular y la apoptosis. En la actualidad no se sabe si la activaciéon celular y la
apoptosis conduce a la formacién de MPs similares, en términos de tamano, lipidos y
composicién de proteinas asi como de sus efectos fisio o patolégicos. Sin embargo hay
diferencias en los mecanismos resultantes en su formacién. En su proceso se cree que

participan en la formacién de MPs la activacion celular y la apoptosis.[2]



Activacion de las células

Las MPs se pueden formar durante la activaciéon celular por muchos agonistas (Fig. 1, panel
izquierdo). Las plaquetas, por ejemplo, se activan por la trombina, ion6foro de calcio A23187,
ademas de colageno ADP, el complemento terminal complejo C5b-9 o el estrés de
estiramiento.[5] Los monocitos, células endoteliales, hepatocitos y células musculares lisas
arteriales liberan MPs tras la activacién por lipopolisacaridos bacterianos, citoquinas tales
como factor de necrosis tumoral-a o interleucina-1, complejo C5b-9 o el hidroperoéxido. [6] En
general, la liberacion de MPs de células asociadas a la activaciéon tiempo dependiente de
calcio. Su liberacion se inicia en cuestiéon de minutos después de la adicién de un agonista.[7]
Una de las primeras sefiales de activacidon de las células es el aumento en la concentraciéon de
calcio citosélico, especialmente en el sitio de vesiculaciéon.[8] Posteriormente, el aumento de
calcio citosélico activa quinasas, inhibe fosfatasas y activa la calpaina.[8] La quelacién de iones
de calcio extracelulares por EGTA bloquea el aumento de calcio citosélico, asi como la
liberaciéon de MPs. Por lo tanto, el aumento en el calcio citosdlico es esencial para la liberacion

de MPs.[8]
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FIG 1: Representacion esquematica de los mecanismos involucrados en la formacion de
Microparticulas durante la activacion celular (panel izquierdo) y apoptosis (panel
derecho).[2]



La formaciéon de MPs requiere la ruptura del esqueleto de la membrana, el sistema subcelular
que proporciona a la membrana celular su estabilidad estructural.[9] Este esqueleto de la
membrana se compone principalmente de actina, vinculina y talina. La interaccién exacta
entre la membrana celular y el esqueleto de la membrana la cual prohibe la formacién de MPs
se desconoce actualmente. La Talina es degradada por la calpaina que es una de las vias
directas a través del cual el aumento de la concentracién de calcio citosélico facilita la

formacion de MPs (Fig. 1, panel izquierdo).[10]

La formacion de MPs de plaquetas esta también de alguna manera relacionada con el
complejo IIb-Illa. Este complejo, en su conformacién activa es el principal receptor de
fibrin6geno sobre la superficie de las plaquetas. El sitio de unién mas importante dentro de la
molécula de fibrinégeno por la unién a la glicoproteina IIb-Illa es la secuencia de aminodacidos
Arg-Gly-Asp (RGD). Se ha demostrado que la adicion de péptidos que contienen RGD
artificiales no sélo bloquea la unién de fibrindégeno a las plaquetas activadas, sino también la
liberacién de MPs.[11] Por lo tanto, la unién del fibrinégeno al complejo de glicoproteina IIb-
[1la activado facilita la liberacion de MPs. El papel del complejo IIb-II1a en la formacién de MPs
de plaquetas estd apoyada por estudios de las plaquetas de los pacientes con trombastenia de
Glanzmann. Estas plaquetas han reducido las cantidades o la ausencia completa de la
glicoproteina Ilb-IIla funcional y un deterioro de la capacidad vesicular.[11] Por lo tanto, la
tendencia a la hemorragia de estos pacientes puede no sélo ser causada por el defecto en
unién de las plaquetas con el fibrinégeno, sino también por su disminucién de la capacidad

para generar MPs.



Apoptosis celular

La apoptosis se caracteriza por la contraccidon celular, fragmentacién del ADN y la dindmica de
formacion de vesiculas en la membrana.[9] Estas vesiculas pueden diferir de MPs formadas
por la activaciéon de células en cuanto a su tamafio, composicién de lipidos y proteinas asi
como por sus efectos pato y fisiologicos. La fuerza contractil generada por estructuras del
citoesqueleto actina-miosina se cree que contribuyen para la formacién de vesiculas de
membrana (Fig. 1, panel derecho).[12] La formacién de vesiculas apoptdticas en la membrana
depende de la activaciéon asociada a la Rho-quinasa, ROCK I. La ROCK I promueve el aumento
de generacién de fuerzas actina-miosina y a filamentos de actina-miosina a la membrana
plasmatica.[13] Durante la apoptosis la ROCK I es escindida por caspasas activadas y se
convierte en activa. La actividad de ROCK I como consecuencia ocasiona que las vesiculas de
membrana necesariamente redistribuyan al ADN fragmentado a partir de la regién nuclear en
vesiculas de membrana y cuerpos apoptoéticos.[14] Por lo tanto, la formaciéon de MPs durante
la apoptosis resulta de la actividad ROCK I y la desorganizacion de la estructura del esqueleto

de la membrana. Tales MPs pueden contener ADN fragmentado (Fig. 1, panel derecho).
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CAPITULO I

Composicion de Microparticulas

Las MPs de membranas se componen principalmente de lipidos y proteinas. Su composicién
depende del origen celular y los procesos celulares que provocan su formacién. Casi toda la
informacidén esta disponible sobre el contenido intravesicular de las MPs. Una representacion

esquematica de la composicién de las membranas de MPs se presenta en la figura. 2.

N

FIG 2: Representacion esquematica de la generacion y composicion de Microparticulas.
Fosfolipidos cargados negativamente son presentados por los puntos negros. En la
célula en reposo los fosfolipidos cargados negativamente tales como fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina, se encuentra sélo en la capa interna. Los rectangulos de color
gris representan antigenos especificos de células, por ejemplo, CD4 para células T
cooperadoras. En las células activadas y Microparticulas los fosfolipidos cargados
negativamente son reubicado y también estan presentes en la capa exterior.[2]

Lipidos

Las MPs estan rodeadas por una bicapa de fosfolipidos. En las células en reposo las diversas
especies de fosfolipidos se distribuyen de forma asimétrica en la bicapa. Esta distribucion
asimétrica de fosfolipidos suele alterarse durante la formacién de MPs, dando lugar a la

exposicién de los fosfolipidos de carga negativa como fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina
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en las MPs. Esta exposicidn probablemente juega un papel en los efectos in vivo en donde la

fosfatidilserina de MPs se une de manera eficiente los factores de coagulaciéon.[15]

La informacién es limitada sobre la composicién de fosfolipidos en MPs en la salud y la
enfermedad. La composicién de fosfolipidos de MPs de seres humanos sanos se compone
principalmente de fosfatidilcolina (aproximadamente 60%), y el resto se compone de
esfingomielina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina [34]. A pesar de que estas MPs se
derivan principalmente de las plaquetas,[15] su composicién de fosfolipidos difiere
claramente de la de las membranas plasmaticas de las plaquetas. Esto podria ser debido por la
contaminaciéon de las MPs con otras células y / o de la liberacién selectiva de los fosfolipidos

en las membranas de MPs.

Fourcade y colaboradores; informaron que las MPs de liquido sinovial de las articulaciones
inflamadas de pacientes con artritis contienen fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
esfingomielina, y lisofosfolipidos (20-25%) y pequefas cantidades de fosfatidilserina.[16]
Esta composiciéon se diferencia claramente de la de MPs aisladas de la sangre de seres
humanos sanos. Las MPs en el liquido sinovial se derivan principalmente de los leucocitos en
lugar de las plaquetas.[2] Esto puede indicar que la composicién de fosfolipidos de MPs se
diferencia entre distintos tipos de células, o alternativamente que los estimulos inflamatorios
producen MPs con una composicion de fosfolipidos diferente. Huber y colaboradores
informaron recientemente la presencia de fosfolipidos oxidados en MPs a partir de células
endoteliales que habian sido expuestas a un estimulo de estrés oxidativo, mientras que dichos
fosfolipidos estaban ausentes en MPs de iondéforo de calcio estimuladas por células
endoteliales.[2] Por lo tanto, la composiciéon de fosfolipidos y su estado de oxidacion difieren

entre MPs.
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Proteinas

Las MPs exponen antigenos de membrana que son especificos para la célula madre de
procedencia. Esta identificacién de antigenos estan siempre presentes en la superficie celular,
con independencia del estado de activaciéon o apoptosis de la célula madre, y permiten la
determinacién de su origen celular, por ejemplo, CD4 para MPs de células T-cooperadoras.

[17]

Las membranas de MPs también pueden contener moléculas que han sido expresadas o
translocadas por la activacién celular o la apoptosis. Las MPs plaquetarias exponen moléculas
como la P-selectina y glicoproteina 53, ambas se originan en las membranas de granulos
intracelulares.[18] Estas MPs también son ricas en granulos-aderivados del factor Va.[18]
Similares observaciones se realizaron en MPs de células T derivadas de glicoproteina que

muestran 53 de origen endocitico.

Varias diferencias en la exposicién al antigeno entre MPs y su célula madre no parecen
directamente relacionados con la activacién. Por ejemplo, las MPs de células T derivadas de la
falta de proteinas CD28 y CD45 (antigeno leucocitario comtn), se encuentran entre las mas
presentes en abundancia en las proteinas de la membrana celular madres.[2] La estimulacion
de las plaquetas con el complejo complemento C5b-9 produce MPs que en comparaciéon con
las plaquetas, son altamente enriquecidas en el C9-neoantigeno[18] y tienen una densidad
superficial mayor de 1000 veces de C5b-9, lo que sugiere que estas MPs se desprenden de el
sitio de inserciéon del complejo C5b-9 [11]. Ademas, las MPs derivadas de eritrocitos se
enriquecen especificamente en diferentes antigenos y receptores.[19] Tomados en conjunto,

estas diferencias indican que el derramamiento de MPs debe ser un proceso bien regulado.
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Esto se ilustra por el hallazgo que algunas proteinas presentes en lugares de lipidos o
subdominios especificos de la membrana celular estdn enriquecidos en colesterol y
esfingomielina, asi como proteinas particulares de la membrana de los eritrocitos se

transfieren en MPs mientras que otros no. [2]

La composiciéon de MPs es también dependiente de agonistas. Las células T producen MPs que
se enriquecen en CD3e-y-C cadenas originadas s6lo después de la activacion del receptor de
antigeno de células T y no a la activaciéon por ionomicina mas clorhidrato de p-
metoxianfetamina.[20] Las MPs de plaquetas por trombina o activadas por coldgeno exponen
complejos de glicoproteina Ilb-Illa que se unen a fibrindgeno, en contraste con MPs
producidas por plaquetas incubadas con C5b-9 que no se unen fibrin6geno.[18] Por ultimo,
incluso las MPs liberadas por un tipo de célula en respuesta a un unico agonista todavia
pueden formar una poblacién heterogénea. Por ejemplo las MPs liberadas de plaquetas
después de la estimulacién con suero de pacientes con trombocitopenia inducida por
heparina son heterogéneas en tamafio y en la exposiciéon de la glicoproteina Ilb-Illa. Por lo
tanto, las MPs varian de tamafio, fosfolipido y composicién de proteinas; por lo tanto también

varian en cuanto a su capacidad y actividad funcional.

Microparticulas plaquetarias

Las MPs de origen plaquetario son las mas abundantes en la circulacion. Las MPs de plaquetas
expresan varios receptores presentes también en las plaquetas.[3] Estos receptores incluyen
la integrina glicoproteina IIb/Illa, glicoproteina IX (CD42a), y glicoproteina Ib (CD42b) asi
como P-selectina y CD40, entre otros. Las MPs de plaquetas también contienen varias

proteinas plaquetarias procoagulantes. Estas caracteristicas le dan a las MPs plaquetarias la

14



habilidad de facilitar la aterogénesis por el aumento de moléculas de adhesién molecular,

promoviendo la proliferaciéon de células de musculo liso, y estimulando la inflamacién.[3]

Macroparticulas endoteliales

A través de la sintesis y liberacién de sustancias vasoactivas, el endotelio es critico en la
regulaciéon del tono vascular, permeabilidad y hemostasia. Las MPs endoteliales pueden
afectar cualquiera de estos procesos. Muchos fenotipos de MPs endoteliales han sido
descritos. Algunos estudios definen a estas por la presencia de CD31 (factor de crecimiento
derivado de plaquetas) y la ausencia de CD41 o CD42. Otros marcadores endoteliales que han
sido usados incluyen CD144 (cadherina vascular), 17-19 CD105 (endoglina), y CD54

(molecula-1 de adhesién intercelular).[21]

Efectos bioldgicos

Tanto las porciones de fosfolipidos negativamente cargados y las porciones de proteinas de
las MPs pueden tener efectos biolégicos vasculares mediante varios mecanismos (FIGURA 1).
Las MPs pueden unirse a factores de la coagulacidn, activar plaquetas o células endoteliales, o
aumentar la adhesiéon de macréfagos.[22] Las MPs circulantes pueden estimular la
angiogénesis, aumentar el tono vascular, alterar la relajacién vascular, o activar la formacién
de radicales libres.[22] Las MPs pueden estimular a células que producen citosinas y otros
mediadores inflamatorios asi como mediar interacciones intercelulares.[22] In vitro e in vivo
los datos experimentales sugieren que las MPs juegan un role en la coagulacién. Las cargas
negativas de la membrana exterior de fosfolipidos de las MPs proveen una superficie de
membrana procoagulante en la cual los factores de la coagulaciéon pueden unirse. In vitro los

estudios han mostrado que las MPs de plaquetas poseen mas sitios de unién a factores de la

15



coagulacién por superficie de area que las plaquetas activadas.2 Dependiendo del origen
celular, las MPs pueden también expresar moléculas de adhesion y factor tisular, la proteina
transmembrana que en interaccion con el factor VII(a) es el iniciador primario de la

coagulacion.[22]
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CAPITULO 111

Funcion de Microparticulas

Las MPs circulantes se derivan principalmente de plaquetas, sin embargo también a partir de
eritrocitos, leucocitos y células endoteliales.[23] Estas MPs inician la generacién de trombina
in vitro. Las MPs también se han estudiado en diversos estados de enfermedad en la que se
alteran los nimeros, fuente y composicién celular. Aunque muchos aspectos de la funcién de
MPs atin no estan claros una imagen en la que se desarrolla MPs juegan un papel importante
en la inflamacién, la coagulacién, y funciéon vascular (disfuncién). Teéricamente, las MPs
pueden tener varias funciones pato y fisiologicas, es decir el transporte de componentes de la
membrana de la célula madre a otras células y activaciéon directa de la inflamacién,
coagulacioén o la funcién vascular. Dado que la inflamacién, coagulacién y la funcién vascular
estdn involucrados en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares, se va discutir

como las MPs estan involucradas en estos procesos (ver fig. 3).[23]

INFLAMACION

Evidencia in vivo

Durante varias condiciones sistémicas inflamatorias nimeros de MPs se incrementan en la
circulacién sistémica. Ademas, existe evidencia directa del papel de MPs en los procesos
inflamatorios disponibles a partir de los estudios in vivo. Mesri y colaboradores describen una
poblacién heterogénea de MPs en los seres humanos sanos, que se duplicaron en tamafio
mediante la administraciéon de N-formil-Met-Leu-Phe, un estimulo inflamatorio. La poblacién
de MPs resultante contenia ambos MPs derivadas de leucocitos y de plaquetas.[24] Las MPs

de leucocitos en esta poblaciéon mixta estimularon las células endoteliales cultivadas lo que
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resulta en la produccién de la interleucina-6, proteina-1 de monocitos quimioatrayente y

factor tisular.[24]

Inflammation

Cytokine production

Adhesion molecule

Adhesion molecule ¢ )
exposure Ligand exposure

interaction

Endothelial cells || e——y

Adhesion molecules
Chemokine receptors

Procoagulant surface
Tissue factor exposure
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Tissue factor praduction dependent relaxation
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Coaqulation Vascular function

FIG 3: Representacion esquematica de las funciones atribuidas a las Microparticulas.[2]

Los componentes de MPs implicados en la inflamacién
Los fosfolipidos oxidados pueden formar componentes bioldgicamente activos de MPs que
causan la adhesién de los monocitos a las células endoteliales y la activaciéon de

neutroéfilos.[10] Patel y colaboradores mostraron que las MPs de las células endoteliales

18



tratadas con hidroperoéxido contienen fosfolipidos oxidados. Estos fosfolipidos oxidados estan
presentes en MPs liberadas de las células endoteliales sometidas a estrés oxidativo, pero
ausentes en MPs liberadas en respuesta a un estimulo no oxidativo, tales como ionéforo de
calcio.[10] También la apoptosis estd acompafiada por el estrés oxidativo,[25] y las MPs a
partir de células endoteliales sometidas a la apoptosis contiene fosfolipidos oxidados.[10] El
estrés oxidativo y la apoptosis es un fenémeno bien conocido en muchas enfermedades
cardiovasculares, tales como la cardiomiopatia, miocarditis, infarto agudo de miocardio,
ateroesclerosis y la preeclampsia. Por otra parte, los fosfolipidos oxidados en lipoproteinas de
baja densidad estdn implicados en la patogénesis de la aterosclerosis. Por lo tanto, la
participacion de fosfolipidos oxidados en MPs apoptoéticas y en MPs formadas en la presencia
de estrés oxidativo pueden ser un mecanismo importante en la patogénesis de estas

enfermedades.

Los fosfolipidos oxidados ejercen sus acciones a través del factor activador de receptores en
plaquetas (PAF), este estd expuesto tanto en células endoteliales y leucocitos. Las vias exactas
a través del cual los efectos de los fosfolipidos oxidados se llevan a cabo después de su
interaccion con el receptor de PAF aln no se aclaran, y pueden o pueden no ser similares a las
acciones del PAF sobre su receptor. Las MPs también son capaces de suministrar el acido
araquiddnico en las células endoteliales, monocitos y plaquetas.[26] Por lo tanto, las MPs se
involucran activamente en los procesos inflamatorios y por lo tanto en las enfermedades

cardiovasculares.
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COAGULACION

Evidencia in-vivo

La evidencia de que las MPs en efecto contribuyan a la coagulacién in vivo es principalmente
circunstancial. En primer lugar, los niimeros de MPs son elevados en diferentes tipos de
enfermedades que implican hipercoagulaciéon, tales como trombocitopenia idiopatica, la
hemoglobinuria paroxistica nocturna, anticoagulante lipico y sindromes coronarios agudos.
En segundo lugar, la generaciéon de MPs se reduce en varios trastornos de la coagulacién como
el sindrome de Scott, defecto de Castaman y la enfermedad de Glanzmann.[2] Las plaquetas de
los pacientes con el sindrome de Scott y la enfermedad de Glanzmann tienen una disminucién
de la capacidad de generacion de MPs en respuesta a los agonistas y han reducido los
numeros y la funcién de los receptores de factor Va inducibles.[11] En tercer lugar, MPs
exponen factor tisular en varios estados clinicos que estan fuertemente asociadas con
hipercoagulabilidad, tales como la sangre por herida de pericardio, sangre de pacientes con
coagulacion intravascular diseminada y el liquido sinovial de las articulaciones artriticas

inflamadas. [23]

Desde que la hipercoagulabilidad es una caracteristicas de las enfermedades cardiovasculares,
las alteraciones de MPs en numero asi como del comportamiento procoagulante se ha
informado en varias enfermedades cardiovasculares, las MPs es probablemente desempefian

un papel causal en el desarrollo de la hipercoagulabilidad en la enfermedad cardiovascular.

FUNCION VASCULAR
Evidencia in vivo
Sélo evidencia circunstancial estd actualmente disponible para el papel de MPs en la

disfuncién vascular in vivo. Nimeros de MPs estan elevadas o la composicién de la poblacion
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de MPs se altera en las enfermedades cardiovasculares que se caracterizan por la disfuncion
endotelial, tales como los sindromes coronarios agudos, hipertension, aterosclerosis y pre-
eclampsia. Ademas, los altos niveles de MPs apoptoticas presumiblemente estan presentes en
las placas ateroscleroéticas.[27] Estas MPs se derivan principalmente de los monocitos y
linfocitos. Casi toda la actividad del factor tisular en la placa se encuentra en estas MPs. Por lo

tanto, la actividad procoagulante de las placas ateroscleroéticas se puede explicar por sus MPs.

Componentes de MPs

Casi nada se sabe acerca de los componentes de MPs que deterioran las funciones
endoteliales. Se tiene la sospecha de que los fosfolipidos oxidados pueden estar involucrados
sobre todo porque la fosfatidilcolina oxidada induce disfuncién endotelial en arterias

aisladas.[28] Sin embargo se necesitan investigaciones futuras para abordar esta cuestion.

¢Las Microparticulas son causa o consecuencia de las enfermedades cardiovasculares?

En los parrafos anteriores se ha resumido la evidencia de que las MPs contribuyen a la
patogénesis de la enfermedad cardiovascular, su potente efecto proinflamatorio, su
promocidn de en la coagulaciéon y su efecto sobre la funcién vascular. Sin embargo, queda por
establecer si las MPs juegan un papel causal en la patogénesis de estas enfermedades o si son
una consecuencia de la enfermedad. Se han mencionado varios hechos que indican un el papel
causal activo de las MPs en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares. La evidencia
mas fuerte para esta hipotesis se proporciona por los estudios que mostraron un efecto
directo de MPs en la funcién endotelial. Por otra parte, el hecho de que in vivo e in vitro de
MPs preparadas inducen aumento de la adhesion de los leucocitos a las células endoteliales, la
produccidn de citoquinas y la exposicion del factor tisular o P-selectina, sugiere fuertemente

un papel activo de las MPs en la inflamacién y la coagulacién. Sin embargo, el aumento del
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numero de MPs también pueden resultar de la inflamacién, hipercoagulabilidad o disfuncién
vascular. Por ejemplo, las citoquinas asf como la trombina pueden desencadenar la generacién

de MPs o mejorar la generacién de MPs ya existentes.[2]

Efectos de las terapias utilizadas actualmente en Microparticulas

El reconocimiento de un papel de MPs no sélo puede ser importante para la comprensiéon de
la patogénesis de la enfermedad cardiovascular, pero también puede tener implicaciones para
la prevencion y el tratamiento de estas enfermedades. Algunas terapias utilizadas actualmente
se sabe que afectan a la generacién de MPs. Por ejemplo, abciximab (ReoPro®), un
antagonista de los receptores Ilb-Illa que actualmente se utiliza como un farmaco
antiplaquetario en la prevenciéon de complicaciones isquémicas tras la intervencién coronaria
percutanea, también casi completamente bloquea la vesiculacion plaquetaria in vitro.[29] Por
lo tanto, el efecto anticoagulante de abciximab no puede ser inicamente debido a la inhibicién
de la unién del ligando a la glucoproteina Ilb-I11a, pero también puede resultar de la reduccién
de la liberacion de MPs de plaquetas. No hay estudios in vivo se hayan realizado que
investiguen este mecanismo hasta ahora. El tratamiento de los pacientes que sufren de
ataques isquémicos transitorios con bloqueadores de los canales de calcio también redujo la
generaciéon de MPs.[29] Ademas, un ensayo doble ciego, aleatorizado controlado con placebo
mostr6 que el tratamiento de los pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva (NYHA clase
IT o superior) con vitamina C disminuyé el nimero de MPs circulantes.[30] Después de un
bolo de 2,5-g intravenoso, seguido de 3 dias de tratamiento con 2 g dos veces al dia los
numeros de MPs se redujeron con 70% en el quinto dia. Dado que la vitamina C es un
antioxidante, la prevencién de la generacion de fosfolipidos oxidados en MPs también puede
ser un efecto de esta terapia. Sin embargo, no hay datos disponibles sobre estos efectos. Por lo

tanto, hay algunas terapias que se utilizan actualmente para el tratamiento de enfermedades
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que también afectan a los nimeros de MPs. Ya sea que estos efectos sobre MPs contribuyen a

la accién terapéutica queda aun por establecer.
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CAPITULO IV

Microparticulas y Ateroesclerosis

La aterosclerosis es una condicién patolégica subyacente en varios eventos importantes
adversos vasculares, como la enfermedad coronaria, accidente cerebrovascular y enfermedad
arterial periférica. Es responsable de la mayor parte de la morbilidad y mortalidad
cardiovascular en el mundo occidental en la actualidad. Los estudios epidemioldgicos indican
que la prevalencia de aterosclerosis estd aumentando en todo el mundo debido a la adopcion
del estilo de vida occidental y es probable que alcance proporciones de epidemia en las

proximas décadas.

La aterosclerosis se describe como un sencillo proceso proliferativo, con la deposicién pasiva
de desechos de lipidos en la pared arterial. Dentro de las ultimas tres décadas, la
aterosclerosis surgié como una enfermedad inflamatoria crénica, que implica aumento de la
permeabilidad de células endoteliales, acumulacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
en el espacio subendotelial, seguido por la diapedesis de leucocitos y la formacién de células
espumosas, la migracién y la proliferaciéon de las células del musculo liso, la produccién de
tejido conectivo, y neovascularizacion. El punto culminante del desarrollo lento de esta
enfermedad es la ruptura de placa o la erosidn, lo que resulta en la trombosis y la oclusion

arterial.

Generacion de Microparticulas y factores de riesgo cardiovascular
El consenso general es que la mayoria de los tipos de células, incluidas las células circulantes y
las células presentes en la pared del vaso, son capaces de vesicular y liberar cubiertas de

membrana MPS a el medio extracelular en respuesta a la activacion celular o apoptosis.
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Varios factores que intervienen en el desarrollo de lesiones ateroscleréticas, tales como
lipoproteinas, citoquinas, estrés oxidativo, nivel de tensién de del vaso, aumenta in vitro la

liberacion de MPs de células endoteliales y/o de células circulantes.

Basado en el conocimiento adquirido a partir de experimentos sobre las plaquetas, la
formacion de MPs en la membrana plasmatica de la célula parece requerir algunas
modificaciones especificas. En primer lugar, el calcio intracelular y los mecanismos de la
caspasa-dependientes son los principales determinantes de la pérdida de asimetria de la
membrana. La interrupcidén de la asimetria en la membrana de fosfolipidos conduce a la
exposicién de fosfatidilserina en la capa externa. Esto es una consecuencia de la regulacion
por incremento dependiente de calcio de escramblasa e inhibicién flipase/ABC1 asi como de
actividades translocasa/flipase. En segundo lugar, la formacién de vesiculas requiere la
reorganizacién del citoesqueleto. Durante la apoptosis, la formacién de la vesicula depende de
actina del citoesqueleto y de la contraccién actina-miosina, que esta regulada por la caspasa 3
inducida por activaciéon de Rho-cinasa I y II. La actividad de las caspasas se han identificado en
diferentes MPs, y por lo tanto podrian representar un intento para que las células escapen a la

apoptosis celular.[31]

La formacion de MP endoteliales y su liberaciéon han recibido mucha atencién en los recientes
afios, y diferentes vias de sefializacién se han identificado dependiendo de los estimulos.
Claramente, la liberacién de MPs endoteliales puede ocurrir independientemente de la
apoptosis endotelial. Curtis et al,[32] identificaron a la proteina quinasa p38 activada por
mitégenos como un factor clave para la eliminacién de las células endoteliales bajo

estimulacién de factor de necrosis tumoral (TNF-a). En oposicién, la estimulacién de trombina
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a las células endoteliales induce una liberacién bifadsica complejo de diputados endoteliales.
Varios mecanismos diferentes concurren a vesiculacién. En primer lugar, la trombina se une a
su receptor activado por proteasa-1, seguido por la activacién de Rho quinasa II. En segundo
lugar, una via mas tarde implica TRAIL/ApoZ2L, una citoquina que pertenece a la superfamilia
de TNF-a, seguido por la liberacién de interleucina (IL) -1 y activacién del receptor IL-1. La
segunda fase se caracteriza la amplificacién basada en la liberacién y estimulacién de células
endoteliales por trombina en las formas solubles de TRAIL y de IL-1 que actdan de una
manera autocrina o paracrina sobre las células endoteliales y estimulan la liberacion de
MPs.[33] Interesantemente, estos resultados demuestran que la activaciéon inducida por
trombina de células endoteliales conduce a la liberaciéon de MPs de diferente composicion. El
oxido nitrico enddgeno parece jugar un papel protector contra la formacién de MPs
endoteliales por un mecanismo que implica tetrahidro-biopterina, tal como se observa
después de la activacién endotelial de proteina C reactiva. Ningin otro estudio ha abordado
los posibles efectos del 6xido nitrico endotelial en la formacién de MPs y la liberacién. Los
Monocitos-macréfagos también liberan MPs en activacion. Ademas, la endotoxina estimula la
formaciéon de MPs de macréfagos a través de una via que requiere la activacidén inducible de
oxido nitrico sintasa. El humo del tabaco provoca la generacién de MPs monociticas altamente
procoagulantes en un proceso que requiere activacién ERK1/2 y de la caspasa 3-dependiente

de apoptosis.

Aunque las células a nucleadas, tales como eritrocitos y plaquetas, no pueden someterse a la
apoptosis clasica asociada con la fragmentacién nuclear, MPs expresando marcadores
especificos de plaquetas o eritrocitos de la sangre se han detectado en el plasma humano y
animal. Contrariamente a la liberacion de MPs de plaquetas, hay poca informacién disponible

sobre los mecanismos moleculares que conducen a la exposicion de fosfatidilserina y la
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formacion de MP en los eritrocitos.[33] El aumento de calcio intracelular y el estrés oxidativo
promueven la liberaciéon MPs de eritrocitos. Ademas, la senescencia de los eritrocitos asi como
de las plaquetas, conduce a la exposicion de fosfatidilserina en la capa externa de la
membrana celular y la liberaciéon de MPs. En las plaquetas senescentes, la liberacion de las
MPs depende de la liberacién del citocromo c y la posterior activacion de la caspasa 3 y la Rho

quinasa L.[33]

Iniciacion de la lesién

Un evento primario en el desarrollo de lesiones ateroscleréticas es la acumulaciéon de
lipoproteinas de baja densidad en la matriz subendotelial. Esto ocurre en sitios precisos
dentro de las arterias, tales como ramificacién o curvatura donde las fuerzas hemodindmicas
y el estrés de estiramiento endotelial esta alterado. En estas areas las células endoteliales no
estan alineadas en la direccion del flujo, sino mas bien tienen formas poligonales y ninguna
orientacion en particular. La permeabilidad endotelial también se incrementa, lo que permite
la difusién de macromoléculas tales como LDL a través de uniones de las células endoteliales.
Las LDL sufre varias modificaciones, incluyendo la oxidaciéon, lipélisis, proteodlisis, o
agregacion en el espacio subendotelial, donde son eliminados por los macréfagos y células
espumosas. La implicacion de cualquiera de las MPs en estas etapas iniciales de la
aterosclerosis nunca ha sido evaluadas directamente, pero varios hallazgos indican que puede

ser probable.[34]

En primer lugar, las MPs y particularmente MPs endoteliales, son liberadas y sus niveles
circulantes aumentan temprano en el proceso aterosclerdtico. Los factores de riesgo
cardiovascular pueden provocar la liberaciéon de MPs endoteliales, ademas de los efectos bien

conocidos de citosinas, estimulos proapoptéticos y procoagulantes. Por ejemplo, fumar, asi

27



como fumar de segunda mano o la inactividad fisica, se asocian con el aumento de circulacién
MP endoteliales en sujetos sanos. Los incrementos en plasma de MPs endoteliales también se
observan después de las comidas altas en grasa con aumento de niveles circulantes de LDL
modificadas y triglicéridos; mientras que un régimen de dieta mediterranea reduce los niveles

circulantes de MPs endoteliales. [33]

En segundo lugar, un efecto paracrino de MPs derivadas del endotelio en las zonas propensas
a la aterosclerosis es posible. Los factores mecanicos pueden estar involucrados en la
regulacion de la liberaciéon MPs endoteliales. Estudios in vitro y en in vivo demuestran que la
turbulencia en la tensién de estiramiento se acompafia de apoptosis endotelial, mientras que
la tensién de estiramiento laminar protege a las células endoteliales de la apoptosis. La
apoptosis es un estimulo muy conocido en la liberacién de MPs, las MPs endoteliales son
probablemente liberadas en las zonas de estiramiento turbulento o bajo estiramiento. Esta
hipétesis se ve reforzada por la correlaciéon inversa observada en los pacientes con
enfermedad renal en etapa terminal entre MPs endoteliales y el estrés arterial basal de
estiramiento laminar. Debido a que la liberacién de MPs endoteliales originadas de células
cultivadas endoteliales apoptéticas tienen actividad caspasa-3, las células endoteliales de las
zonas de tensidon de bajo estiramiento pueden utilizar MPs para expulsar las proteinas pro-
apoptoéticas de su cuerpo celular en un ultimo intento por escapar de la muerte celular

programada.[33]

Por tanto, esta interpretacion apoyaria un papel beneficioso de MPs endoteliales mediante el

mantenimiento de un revestimiento endotelial de proteccién de la pared del vaso sanguineo.

Sin embargo, debido a que la tensi6on de estiramiento es baja en las zonas propensas a
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aterosclerosis, las concentraciones de MPs endoteliales locales son propensas a ser elevadas y

podrian afectar a las células endoteliales vecinas.

En tercer lugar, varios hallazgos recientes indican que las MPs endoteliales obstaculizan la
funcién ateroprotectora del revestimiento endotelial de los vasos sanguineos. MPs
endoteliales afectan la biodisponibilidad de 6xido nitrico endotelial, ya sea estimulando la
generaciéon de radicales libres o disminuyendo la fosforilacién endotelial de 6xido nitrico
sintasa Ser1179. Por otra parte, las MPs endoteliales pueden aumentar directamente la
permeabilidad endotelial. Este efecto se informé inicialmente en los capilares pulmonares de
ratones C57BL/6 inyectados con MPs endoteliales, pero no se observo para las MPs que llevan
receptor de proteina C endotelial generado después de la exposicion de las células
endoteliales a la activaciéon exdégena proteina C activada. El aumento de la permeabilidad
también podria derivarse del aumento de la expresion de CD11b en la superficie de los
leucocitos expuestos a MPs endoteliales. Interesantemente, varios hallazgos sugieren que la
liberacion de MPs endoteliales pueden ser concomitantes con el aumento de la permeabilidad
endotelial. Los estimulos tales como trombina o TNF-a inducen tanto la generacién de MPs y
permeabilidad endotelial. Los estimulos que inhiben la formacién de MPs también
disminuyen la permeabilidad. Ademas, la proteina asociada Rho-quinasa y la proteina
quinasa p38 activada por mitégenos han sido implicadas en tanto la liberacién MPs endotelial
y a la hiperpermeabilidad endotelial. Por tultimo, la formacién de MPs y cambios en la

permeabilidad endotelial requieren reorganizacién de proteinas del citoesqueleto.[33]

En cuarto lugar, las MPs de origen no endotelial también pueden contribuir a la pérdida del

efecto de proteccién vascular de las células endoteliales. Por ejemplo, las MPs circulantes en

pacientes con enfermedad de la arteria coronaria alteran la relajacion endotelial dependiente
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de 6xido nitrico en las arterias sanas, lo que sugiere que las MPs del plasma pueden contribuir
a la generalizacion de la disfuncién endotelial en esta enfermedad. Resultados similares se
observan con las MPs de linfocitos generadas in vitro. Por otra parte, la permeabilidad
endotelial puede verse afectada por MPs que no sean MPs endoteliales circulantes. Dean et al
han demostrado recientemente que las MPs de plaquetas de gran didmetro alteran la
integridad de barrera de células endoteliales, mientras que las pequefas MPs plaquetas tienen

un efecto opuesto.[33]

En resumen, estos hallazgos sugieren que MPs endoteliales circulantes asi como MPs de
origen no endotelial, puede contribuir al fenotipo proaterogénico general de las células

endoteliales en las zonas de la vasculatura susceptibles a ateroesclerosis.

Progresion de la Placa

Endotelio y reclutamiento de células inflamatorias

Evidencia considerable apoya la participacién temprana de los monocitos/macréfagos, los
componente celulares mas prominentes de la respuesta inmune innata durante la
aterogénesis. Las observaciones en muestras arteriales en humanos y muchos modelos
experimentales de aterosclerosis han identificado al reclutamiento de monocitos como un
evento temprano en la aterogénesis. Este reclutamiento implica la unién a las células
endoteliales activadas por moléculas de adhesion de leucocitos, tales como molécula de
adhesidén intercelular (ICAM) -1, molécula de adhesién vascular-1, E-selectina y P-selectina.
Varias citoquinas incluyendo proteina quimiotactica de monocitos-1, IL-6, e IL-8, dirigen la
migracién directa de los monocitos a la intima. La entrada de los monocitos a las placas
aterosclerdticas no sélo se produce durante las etapas iniciales de la formacion de la lesién,

sino también continua incluso en las lesiones establecidas. [33]
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Varios estudios in vitro utilizando en MPs originadas de diferentes lineas celulares apoyan el
concepto de que las MPs aumentan la sintesis y liberacion de citocinas proinflamatorias por
las células endoteliales y los leucocitos.[26] La liberaciéon de IL-6 e IL-8 podria favorecer
posteriormente el reclutamiento de leucocitos en el sitio de la lesién e incluso la quimiotaxis
de monocitos. Curiosamente, la lipoproteina de alta densidad afecta la unién de MPs a las
células endoteliales, por lo tanto limita su efecto proinflamatorio. Esta observacién podria

contribuir al efecto beneficioso de la lipoproteina de alta densidad en la aterosclerosis.

Las MPs generadas in vitro también estimulan la expresién de moléculas de adhesidn, en
particular ICAM-1, en la superficie de las células endoteliales. Las MPs también aumentan la
expresion de moléculas de adhesién contra receptores, tales como CD11a, en monocitos. Los
mecanismos implican al acido araquidoénico o fosfolipidos oxidados liberados por MPs. La
transferencia de in vitro de quimiocinas proaterogénicas RANTES (CCL5) de las MPs
derivadas de plaquetas a las células endoteliales podria conducir a la atraccién de monocitos y
la activacién, posiblemente promoviendo su reclutamiento en las lesiones. MPs de plaquetas
que expresan P-selectina también pueden contribuir a la infiltracién de monocitos al
favorecer la interaccién de leucocito-leucocito en condiciones de flujo desfavorables. Ya sea
que estas observaciones se produzcan durante las primeras etapas de desarrollo de la placa

aterosclerdtica sigue siendo desconocido.[35]

Un estudio reciente utilizando MPs humanas aisladas a partir de placas avanzadas
aterosclerdticas confirm6 algunos de estos resultados obtenidos con MPs in vitro generados,
apoyando la hipédtesis de que efectos proinflamatorios de las MPs pueden ocurrir en todo el

desarrollo de las lesiones aterosclerdticas.[35] Las placas aterosclerédticas contienen grandes
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cantidades de MPs, en su mayoria procedentes de leucocitos. Aunque los mecanismos que
conducen a la formacién de las MPs en las lesiones ateroscleréticas son desconocidos, la
oxidacién o modificacién lipidica asi como el estrés oxidativo y las citocinas proinflamatorias
pueden contribuir localmente a la liberaciéon de MPs a partir de células endoteliales o a partir
de monocitos. Las MPs aisladas a partir de placas en humanos aumentan la expresion
endotelial de ICAM-1 y subsecuentemente aumentar la adherencia de monocitos y la
transmigracién en condiciones de flujo, mientras que las MPs aisladas a partir del plasma no
tienen tales efectos. El aumento de la ICAM-1 inducida por MPs de la placa resulta de la
transferencia de la molécula de adhesion de MPs de las células endoteliales en una manera
dependiente de fosfatidilserina. Contrariamente a MPs generadas in vitro, MPs aisladas a
partir de placas avanzadas en humanos no afecta la liberacién endotelial de la IL-6, IL-8,
proteina quimiotactica-1, la expresién endotelial de monocitos de la molécula de adhesion
vascular-1 o E-selectina. El efecto de las MPs de la placa sobre el reclutamiento de ICAM-1-
dependiente de las células inflamatorias podria ser particularmente relevante al nivel de la
vasa vasorum invadida por las lesiones ateroscleréticas avanzadas, dado que los neovasos de
la intima expresan niveles mucho mayores de proteinas de adhesion de células vasculares que
el endotelio luminal arterial. Estos microvasos anormales se caracterizan por la ramificaciéon
desorganizada y tubos endoteliales inmaduros con fugas en sus cubiertas imperfectas. Por lo
tanto, las MPs que llevan ICAM-1 presente en las placas pueden difundirse dentro de corriente
de la sangre y por lo tanto la transferencia de ICAM-1 a la superficie celular endotelial de una
manera "paracrina” . Ya sea que las MPs de la placa promuevan el reclutamiento de monocitos
en estrias de grasa en las primeras etapas de desarrollo de la placa aterosclerosis es atin

desconocido.
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La falta de efecto de MPs circulantes en el reclutamiento de monocitos puede deberse a los
efectos proinflamatorios y antiinflamatorios concomitantes de las MPs. Por ejemplo, las MPs
de neutréfilos aumentan la liberacién de la citoquina antiinflamatoria del factor
transformador de crecimiento-1 a partir de macré6fagos, lo que sugiere que las MPs modulan
la activacion celular en los macréfagos. Ademas, la exposicién de MPs derivadas de leucocitos
a receptores en los leucocitos antes de que fluyan sobre la monocapa de células endoteliales
inhibe significativamente su adhesiéon en una forma dependiente de anexina-1. Cabe sefialar
que las MPs de placa aisladas a partir de placas en humanos contienen anexina-1, pero no hay
informacién disponible que indique si esta proteina es bioactiva o en una cantidad suficiente
para conferir a las MP de la placa propiedades antiinflamatorias o actividad inhibitoria de la

fosfolipasa A2.

Los monocitos / macroéfagos

La transformaciéon de los monocitos reclutados en los macréfagos cargados de lipidos o
"células espumosas” por LDL modificada u oxidada atrapada en el subendotelio es
fundamental para el desarrollo de lesiones aterosclerdéticas. La desregulaciéon en la absorciéon
de LDL modificada a través de receptores “scavenger” tales como CD36 determina la
formacion de células espumosas in vivo. Los receptores “scavenger” también pueden estar
implicados en la absorcidn de MPs y la fagocitosis, porque se ha informado que MPs unidas a
CD36 de plaquetas causan su activacidn. Sin embargo, no hay informacidn sobre la interacciéon
MP con los monocitos-macréfagos CD36 en las lesiones ateroscleréticas y sus potenciales

consecuencias funcionales. [35]

Hallazgos recientes demuestran que la poblacién de monocitos no es homogéneo con respecto

a sus propiedades proinflamatorias. Ademas de la clasica activacién M1 de monocitos
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responsables de una dura actividad proinflamatoria, la activacién alterna M2 esta asociada
con una respuesta antiinflamatoria y también estad implicada en la aterosclerosis. No existe
ningln estudio que haya evaluado el papel de las MPs en la regulacién de subconjuntos de
monocitos / macréfagos. Otra drea que requiere mas investigaciones es el efecto potencial de
las MPs en la proliferacién de monocitos, lo que contribuiria al aumento de la celularidad de la

placay por lo tanto a la progresion de la placa.[33]

Los macréfagos y células espumosas a continuaciéon se someten a la muerte celular que
conduce a la deposicién de una masa creciente de lipidos extracelulares que forman el ndcleo
de lipidos. Varios informes han sugerido que las MPs podrian contribuir a la apoptosis de los
monocitos y macroéfagos.[33] Esto fue demostrado en lesiones aterosclerdticas avanzadas,
entonces las MPs podrian contribuir a una caracteristica de las lesiones propensas a la

ruptura. Se han propuesto dos mecanismos para el efecto proapoptético de MPs.

El primero implica la fagocitosis de las MPs derivadas de monocitos o derivadas de linfocitos
T por los monocitos y macréfagos, que conduce a un aumento del contenido de fosfolipidos de
la membrana celular lo que probablemente se escinden por las fosfolipasas A2 en acido
araquiddnico. El dcido araquidoénico es un fuerte activador del acido esfingomielinasa que
metaboliza la esfingomielina en ceramidas proapoptoticas, resultando en la muerte celular
dependiente de caspasas y la caspasa independiente. El segundo mecanismo se basa en la
presencia en las MPs derivadas de células del endotelio, eritrocitos, plaquetas, monocitos y
células dendriticas de la caspasa-3 o la caspasa-1, que pueden inducir la apoptosis de las
células diana. La encapsulacion de MPs parece necesaria para la induccién de la apoptosis
debido a que la interrupcién de la integridad en las MPs suprime la actividad apoptoética. El

aumento de la apoptosis de los monocitos y macr6fagos es probable que esté asociado con la
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liberacion de las MPs, lo que aumenta la acumulacién de MPs en la placa. Esto conduce a un
circulo vicioso responsable en el reclutamiento de mas monocitos y mas apoptosis de
macro6fagos. La gran concentracién de MPs en la placa aterosclerdtica humana también puede
ser consecuencia de la disminucién de la actividad fagocitica de macro6fagos en las placas. Por
lo menos en condiciones normales, los macréfagos parecen jugar un papel clave en el

aclaramiento de MP a través de lactadherina y fosfatidilserina.[33]

Estos datos, obtenidos con las MPs derivadas de plaquetas y de eritrocitos, deben ser
confirmados con otras MPs de origen celular, particularmente con células endoteliales y
monocitos. Los ratones con apolipoproteina E/de ratén con deficiencia de lactoadhesina
tienen mas extensas lesiones aterosclerdticas y tienen mayores niveles de circulaciéon de MPs.
El mecanismo de esta disminucién de la actividad fagocitica de los macréfagos en las placas

podria ser una competencia de MPs con cuerpos apoptoéticos y LDL oxidada.

Las células dendriticas, linfocitos y mastocitos

En la aterosclerosis, la respuesta innata es seguida rapidamente por una respuesta inmune
adaptativa a una serie de posibles antigenos presentados a linfocitos T efectores por células
presentadoras de antigenos, como las células dendriticas. Las células dendriticas pueblan las
placas aterosclerdticas y los ganglios linfaticos regionales de drenaje, donde pueden presentar
antigenos a las células T con moléculas coestimuladoras. Su maduracién requiere la accién
coordinada de un nudmero de citoquinas y factores de crecimiento. Varias moléculas
incluyendo CD40, receptor de TNF, y receptor de IL-1 han demostrado que activan a las
células dendriticas y para acelerar su transicién de células inmaduras en la captura de
antigenos para madurar a células presentadoras de antigeno. Curiosamente, las MPs

endoteliales generadas in vitro, pero no las MPS derivadas de las plaquetas o de linfocitos
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inducen la maduracién plasmocitoide de células dendriticas con la produccién de citoquinas
inflamatorias (IL-6 e IL-8). Sin embargo, el efecto contrario se ha comunicado con las MPs
derivadas de neutroéfilos polimorfonucleares. El posible papel de las MPs en la capacidad
migratoria de las células dendriticas se desconoce. Varios estudios coinciden en demostrar el
papel de las MPs en la proliferaciéon de linfocitos. Tanto generados in vitro- y de MPs en placas
aterosclerdticas en humanos son capaces de estimular la proliferacién de linfocitos T. Un
mecanismo probable podria implicar la expresién del complejo principal de
histocompatibilidad clase II; junto con moléculas coestimuladoras potentes tales como el
ligando de CD40 en la superficie de las MPs aisladas a partir de placas en humanos. Los
macro6fagos o células dendriticas han de ser la fuente para las MPs que albergan al complejo
principal de histocompatibilidad de clase II, que son responsables de la proliferaciéon de
linfocitos. Las MPs también pueden promover la diferenciacién de los linfocitos hacia un linaje
T - cooperador proaterogénico. Las células T CD4 virgenes en la presencia de células
dendriticas plasmocitoides maduradas con MPs endoteliales producen principalmente
citoquinas de células T tipo 1 cooperadoras (interferéon-y TNF-a). Sin embargo, estos datos
deben ser confirmados con MPs en placas de humanos. Esta respuesta proaterogénico es
controlado por varias células T-reguladoras y de citocinas T cooperadoras 2 relacionadas. A
excepcion de los estudios con MPs derivadas de tumor no se ha evaluado la respuesta de las

células T reguladoras a MPs.[33]

Migracion de células musculares lisas, proliferacién y fenotipo

Las células del musculo liso juegan un papel clave en la aterosclerosis tanto en la primeras y
en las ultimas etapas. En las primeras etapas, las células del musculo liso migran desde la
media a la intima, donde son atrapadas y proliferan para contribuir al desarrollo de la placa.

Los estimulos que inician la migracién de células del musculo liso y la proliferacién no son
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bien dilucidadas. Los efectos de MPs en la proliferacion de células del musculo liso dependen
de su origen celular. Las MPs de plaquetas generadas in vitro aumentan la proliferacién de
células del musculo liso por el mecanismo independiente de factor de crecimiento derivado de
plaquetas, pero tienen una actividad en la migracién de menor importancia. Las MPs de
monocitos estimuladas por endotoxina contienen caspasa-1 funcional e inducen la muerte de
las células del musculo liso. Los estudios que utilizan las MPs obtenidas en las placas
aterosclerdticas pueden ser utiles para aclarar este punto. Dada la alta proporcién de factor
tisular positivo en MPs en las placas humanos, se espera un efecto pro-migratorio de MPs de
placa. De hecho, las células del musculo liso vascular expresan proteasa activadora del
receptor-2 que pueden ser activado por el factor de coagulacidn del tipo factor tisular Vlla,
que conduce a la migraciéon de células del musculo liso vascular. En las dltimas etapas, las
células del musculo liso de la intima difieren significativamente de sus contrapartes y tienen
propiedades aterogénicas dnicas que las hacen un terreno fértil para la iniciacién de las
placas. Mientras que las células musculares lisas en humanos predominantemente de la media
expresan proteinas implicadas en la funcién contractil, tales como miosina de cadena pesada o
a-actina, estas células de musculo liso que se encuentran en la intima expresan niveles mas
bajos de estas proteinas, tienen un indice de proliferacién superior y tienen una mayor
capacidad de sintetizar matriz extracelular, particularmente coldgeno, proteasas, y citoquinas.
El papel potencial de las MPs en esta transicion al estado "sintético" que facilita muchos de los

papeles patogénicos de las células musculares lisas vasculares no se ha investigado.[33]

Formacion de neovasos
La capa intima de las arterias humanas normales carecen de vasa vasorum, mientras que la
adventicia y la media externa poseen una red vascular. A medida que la ateroesclerosis

progresa, la intima se engruesa y aumenta la neoangiogénesis de la intima, probablemente
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originada a partir de la adventicia. Esta red de neovasos permite la extravasacién de
eritrocitos en la lesién ateroscleroética, proporcionando colesterol libre derivado de eritrocitos
en el nudcleo lipidico favoreciendo excesiva infiltracion de macréfagos y por lo tanto
promoviendo la transiciéon de la paca de un estado estable a un inestable. La densidad
intraplaca de los neovasos aumenta el riesgo de rotura de la placa y es un predictor

independiente de eventos cardiovasculares sistémicos.

Los mecanismos moleculares responsables de la formacién de neovasos se refieren
predominantemente a la hipoxia debido a la difusiéon de oxigeno en la alteracién de la placa
gruesa, pero también podrian ser impulsados por la inflamacién y la activacién de los

receptores Toll-like.

Las MPs pueden contribuir a la neovascularizacién intraplaca a diferentes pasos del proceso:
la interrupciéon del contacto célula-célula, la degradacién de la matriz extracelular,
proliferacién, migracién y formacién del tubo capilar de las células endoteliales. En primer
lugar, como se ha discutido, las MPs pueden aumentar la permeabilidad endotelial, aunque los
datos son escasos y controvertidos. En segundo lugar, la protedlisis de componentes celulares
de la membrana basal de la matriz se requieren para promover la invasiéon endotelial en la
matriz intersticial que la rodea. Las MPs de placas en humanos albergan proteasas activas y
MPs de diferentes origenes celulares que son capaces de inducir la liberacién de
metaloproteasas. En tercer lugar, las MPs regulan la proliferaciéon endotelial y 1a formacién del
tubo capilar. Las MPs de placas en humanos aisladas a partir de muestras de endarterectomia
obtenidas quirurgicamente de pacientes aumentan la proliferacién celular endotelial in vitro,
asf como in vivo en tapones de matrigel. Este efecto se basa en la presencia de ligando de

CD40 en la superficie de las MPs de las placas, interactuando con CD40 endotelial para mediar
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la proliferacién a través de un receptor del factor de crecimiento endotelial vascular y PI3 via
dependiente -kinase/Akt. La mayoria de las MPs de placas CD40 ligando-positivos parecen
originarse de los macréfago. El efecto proliferativo de las MPs aisladas de lesiones humanas es
mas potente de los que se obtienen a partir de los sintomas (es decir, pacientes que
experimentaron ictus o ataque isquémico transitorio) de pacientes asintomaticos.
Curiosamente, las lesiones de los pacientes sintomadticos tienen significativamente mas MPs
ligando CD40-positivas que las de pacientes asintomaticos. El efecto de las MPs generadas in
vitro sobre la proliferacién de células endoteliales depende del tipo de células endoteliales
utilizadas, asi como la concentraciéon y el origen celular de MPs. Las MPs plaquetarias
estimulan la angiogénesis tanto in vitro como in vivo a través de factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento endotelial vascular. Por el contrario, las MPs de linfocitos
inhiben la proliferaciéon de células endoteliales mediante el aumento de la generacién de
especies reactivas de oxigeno e interfiriendo con las vias de sefializacién del factor de
crecimiento endotelial. Las MPs endoteliales también disminuyen la proliferacién de células
endoteliales mediante la reduccién de la actividad sintasa de 6xido nitrico endotelial o
mediante el aumento de estrés oxidativo. Conclusiones opuestas fueron extraidas de
experimentos con las MPs derivadas de las células endoteliales que sobre expresion altos
niveles de factor tisular o de T-cadherina. La composicién de MPs de la placa ateroscleroética
humana concilia los diferentes resultados obtenidos en los estudios que utilizan la placa en
humanos y en MPs generadas in vitro. No hay MPs de plaquetas que pudiesen haber sido
identificadas en la placas de humanos, y las MPs endoteliales y linfocitarias representan sélo
el 8% y el 15% de todas las MPs de la placa. Por el contrario, el efecto de las MPS sobre la
proliferacion celular endotelial generado a partir de eritrocitos, macr6fagos / granulocitos, y
MPs de células de musculo liso (que representan, respectivamente, 27%, 37%, y 13% de todas

las PM placa) nunca ha sido probado. Las MPs circulantes de pacientes con aterosclerosis
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avanzada no tienen ningun efecto sobre la proliferacion celular endotelial. En estos pacientes,
la proporcién de MPs de plaquetas, linfocitos, y células endoteliales se encuentran en el
mismo rango (29%, 13% y 9%, respectivamente), lo que sugiere un equilibrio entre las
actividades proangiogénicos y antiangiogénica de MPs de diferente origen celular presente en

el plasma de humanos.[33]

Complicaciones y mecanismos de reparacion

Debilitamiento de la capa fibrosa

Las placas aterosclerdticas existen bajo dos fenotipos principales: (1) placas estables,
caracterizadas en su mayor parte por una capa fibrosa gruesa que aisla relativamente un
pequeio nucleo lipidico de la luz, estan asociadas con un riesgo muy bajo de complicaciones
tromboembolicas y (2) placas inestables, la mayoria de las cuales se caracterizan por un gran
nucleo lipidico cubierto por una capa fibrosa fina propensas a la ruptura, formaciéon de
trombos y se cree que estdn asociados con un mayor riesgo de complicaciones
tromboembdlicas. El debilitamiento de la capa fibrosa presumiblemente es resultado de la
degradacién de proteinas de matriz extracelular y de desaparicién de células de musculo liso

probablemente después de la apoptosis de las células.

Las MPs de las placas probablemente contribuyen a la degradacién de la matriz. Las placas
aterosclerdticas humanas llevan proteasas. La enzima convertidora de TNF-a (ADAM-17) ha
sido identificada pero otras proteasas también estadn presentes en las MPs de placa porque
estas MPs son capaces de escindir un péptido dirigido por un gran panel de metaloproteinasas
de la matriz (MMP), tales como la MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-12, MMP-13,
MMP-14, MMP-15, MMP-16, y otra preferentemente escindida por MMP-3 y MMP-10. Las

proteasas también se han detectado en los MPs generadas in vitro a partir de diversos tipos de
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células. Por ejemplo, las MPs generadas in vitro de células endoteliales llevan MMP-2, MMP-9,
y proenzima MT1-MMP asi como también inhibidores de proteasas (inhibidor tisular de la
MMP-1 y el inhibidor tisular de SDMFM-2). Por otra parte, las MPs derivadas de adipocitos
llevan MMP-2 y MMP-9; las MPs de neutréfilos exponen activamente MMP-9. Ademas, las MPs
de placa pueden estimular la liberacién de MMP por las células presentes en las placas
aterosclerdticas como se muestra para otras MPs. Las MPs derivadas de plaquetas estimulan
la secrecién activa de MMP-2 por células del cancer de préstata. Ademas, las células T y MPs
de monocitos inducen la sintesis de MMP-1, MMP-3, MMP-9 y MMP-13 en fibroblastos.
Finalmente, las MPs derivadas de células T aumentan la expresién genética de MMP-1, MMP-
3, MMP-9 y MMP-13 en las células estrelladas hepaticas. Ain queda por determinar si las MPs
de placa también pueden contribuir al debilitamiento de la capa fibrosa a través de la
induccion de la apoptosis de las células del musculo liso. Como se ha mencionado, datos
contradictorios han sido reportados en relaciéon con el efecto de MPs en la supervivencia de

las células del musculo liso.[33]

Ruptura de la Placa y Trombosis

Los estudios en ratones deficientes de apolipoproteina E han demostrado que las células
endoteliales activadas que cubren la lesion o estdn presentes en los neovasos, podrian
promover la formacién de trombos y depdsitos de fibrina por el derramamiento de P-selectina
soluble, que a su vez aumenta los niveles circulantes de factor tisular positivo en MPs. La
disrupcidn fisica de las placas también puede desencadenar la trombosis y promover evento
el isquémico. Pueden ocurrir tres tipos de ruptura fisica. En primer lugar, la erosion
superficial o areas microscopicas de la descamaciéon de las células endoteliales representan
aproximadamente una cuarta parte de las trombosis coronarias mortales. Actualmente no

existe evidencia que sugiere una implicacién de las MPs en este proceso a excepcién de un
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estudio que muestra que las MPs generadas in vitro de las células monociticas linea THP-1
inducen la apoptosis de las células endoteliales. En segundo lugar, la alteracién de los
microvasos que se forman en las placas ateroscleréticas proporciona otro escenario para la

progresion repentina de la placa.

Los nuevos vasos sanguineos en la placa pueden ser particularmente fragiles y propensos a
microhemorragias. El papel de las MPs de la placa en la neoangiogénesis intraplaca parece
crucial y ha sido discutido. El tercera y mas comin mecanismo de rotura de la placa es una

fractura de la capa fibrosa de la placa.

Esto permite que el contacto de la sangre circulante con las MPs de placa. Las MPs de placa en
humanos son particularmente protrombogénicas porque generan el doble de trombina que
las MPs del plasma de los mismos pacientes. Esta actividad procoagulante esta relacionada
con la exposicion en su superficie de fosfatidilserina debido a que los componentes en la
cascada de coagulacidn contienen en sus superficies de membrana fosfatidilserina. Adema3s,
un gran numero de MPs de la placa humana contienen factor tisular. Este receptor
transmembrana para el factor de coagulacién del plasma VII / VIla aumenta drasticamente su
actividad procoagulante. La alta concentracién de MPs altamente procoagulantes en placas
apoya su papel crucial en la formacién de trombos en el momento de la rotura (Figura D). La
circulacién de MPs y en particular MPs con factor tisular contribuyen a la trombosis arterial.
Las acumulacién de MPs y la posterior formacién de la fibrina son dependientes de la
interaccion de glicoproteinas en las MPs con P-selectina ligando-1 y P-selectina de plaquetas.
Las MPs liberados por las plaquetas activadas también pueden contribuir a la formacién de
trombos. Mas detalles sobre la actividad procoagulante de diputados aparecen en la revision

de Owens y Mackman.[33]
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Mecanismos de reparacion:

La neovascularizacion postisquémica

La neovascularizacién después de la oclusion vascular implica células progenitoras vasculares
de la médula 6sea y de origen no 6seo. Después de la isquemia aguda, tal como el sindrome
coronario agudo o un accidente cerebrovascular agudo, los niveles circulantes MPs de
plaquetas y células endoteliales se incrementan en pacientes. Por otra parte, se detectan altas
cantidades de MPs principalmente de las células endoteliales (70% de las MPs son CD144),
estdn son detectadas en las extremidades de ratén posteriores a 48 horas después de la
ligadura de la arteria femoral unilateral. Estas observaciones llevaron a la investigacién del
papel de las MPs en la neovascularizacién posnatal. Tal neovascularizacién se ve aumentada
por las MPs procedentes de plaquetas o células progenitoras endoteliales, asi como por MPs
aisladas a partir la isquemia del musculo de las extremidades en el ratén. Sin embargo, se
obtuvieron resultados contradictorios con las MPs a partir de linfocitos. Las MPs actiian en
diferentes pasos del proceso de la neovascularizaciéon. En primer lugar, después de la
isquemia, lesién del tejido local altera el endotelio vascular para detener las células
progenitoras en las regiones donde se necesita la regeneracién del endotelio. Ademas de
gradientes hipdxicos a través del factor-1 inducen la expresion de CXCL12 inducida por
hipoxia, las MPs de plaquetas también contribuyen a la quimio-atraccién de células
progenitoras. Un estudio reciente ha demostrado que los cuerpos apoptoticos derivados de
células endoteliales se pueden transferir a las células receptoras para inducir la expresion de
CXCL12. Este efecto estd mediado a través de los genes miARN-126, que estd enriquecido en
los cuerpos apoptéticos y actda alterando el regulador negativo RGS16, permitiendo al CXCR4
estimular la via de autorregulacion que mejore la fosforilacién de ERK1/2 y aumente la

produccién de nuevos CXCL12. Inyecciones repetidas in vivo de cuerpos apoptdticos
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endoteliales tienen un efecto ateroprotector para promover la movilizacién y la incorporacion
de las células progenitoras de la placa. Las MPs también tienen miRNA, si las MPs endoteliales
tienen el mismo efecto que los cuerpos apoptdticos en este contexto queda auin por
determinar. Otro paso del proceso de la neovascularizacién en la que las MPs podrian
interferir podria ser la adhesién de células progenitoras al endotelio activado o componentes
subendoteliales de la matriz extracelular expuestos en los sitios de lesién vascular. Las MPs de
plaquetas también estdn implicadas en este nivel porque estas refuerzan la adhesién y
migracién de las células progenitoras. Este efecto parece ser atribuible a alteraciones
fenotipicas de las células progenitoras expuestas a las MPs de plaquetas con aumento de la
expresion de marcadores de células endoteliales y la transferencia del receptor de
quimiocinas CXCR4 a las células progenitoras, lo cual mejora la capacidad de respuesta a su
ligando CXCL12. Varios mecanismos celulares podrian mediar en la capacidad
vasoregenerativa de las células progenitoras después de su adhesidn. Las células progenitoras
pueden ofrecer factores angiogénicos en los tejidos patoloégicos y contribuir a la
neovascularizacién y la remodelacion tejido/vaso a través de efectos paracrinos. Las MPs de
células progenitoras podrian ser uno de estos factores. Estas MPs pueden ser incorporados en
las células endoteliales por la interaccién con integrinas -4 y -1 expresadas en la superficie
MPs. Estas MPs promueven en las de células endoteliales la supervivencia, proliferacién, y la
organizacién en estructuras similares a capilares a través de la transferencia de ARNm, con un
papel critico de PI3K y la sintasa de o6xido nitrico endotelial. Por ultimo, las células
progenitoras se pueden incorporar en los vasos sanguineos y regenerar la barrera endotelial
vascular. Las MPs que contribuyen a este paso promoviendo la diferenciaciéon de células
progenitoras en células con fenotipo endotelial. El mecanismo implicado depende del origen
de las MPs: una unién de MPs a las células progenitoras que cambian su fenotipo para MPs de

plaquetas; las especies reactivas de oxigeno para la MPs aisladas de los musculos isquémicos;
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o por el activador del peroxisoma por MPs en plasma. Cabe destacar que estos efectos
positivos de las MPs en la neo vascularizacién post-isquémica se han documentado no sélo in
vitro, sino también in vivo en la ligadura de la arteria femoral unilateral y modelos murinos

con lesiones arteriales inducidas con un alambre.[33]

Las Microparticulas: Biomarcadores Cardiovasculares

Progresién de la enfermedad

Las MPs procedentes de diferentes tipos de células pueden ser detectadas en el plasma de
sujetos sanos, cuando se deriven del activo del balance entre la generacién y depuracion de
MPs. Durante la ultima década, numerosos estudios han demostrado que los niveles
circulantes de MPs aumentan en una amplia gama de enfermedades cardiovasculares y de sus
factores de riesgo cardiovascular no controlados, la progresién de la lesidn aterosclerdtica,
insuficiencia cardiaca, trombosis, arritmias y las enfermedades vasculares inflamatorias.
Cambios en los niveles circulantes de MPs pueden proporcionar informaciéon clinica
importante en sujetos sanos y en pacientes con trastornos cardiovasculares. Los niveles
circulantes de MPs derivadas de leucocitos, posiblemente reflejan el aumento de la
inflamacién vascular y se asocian de forma independiente con la aterosclerosis subclinica asi
como a la remodelaciéon de la arteria carétida interna en sujetos asintomaticos. Varios
estudios identifican los niveles plasmaticos de MPs endoteliales como un marcador sustituto
de la funcién vascular. En pacientes con disfunciéon endotelial establecida, los niveles
circulantes de MPs endoteliales estan inversamente correlacionados con la amplitud de la
dilatacion mediada por flujo, independientemente de la edad y de la presién. Los recientes
hallazgos también apoyan el valor pronoéstico de los niveles circulantes de MPs. Los niveles
circulantes de MPs endoteliales, pero no las MPs de otro origen, parece ser un robusto

predictor de la mortalidad cardiovascular y eventos cardiovasculares adversos mayores en
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pacientes con enfermedad arterial coronaria, la hipertensién pulmonar o insuficiencia renal
terminal. Si la medicion de los niveles plasmaticos MPs seria util para mejorar y evaluar el
riesgo cardiovascular en la prevencién primaria no se conocen por el momento debido a la
falta de pruebas de su valor predictivo, la discriminacién, y el poder de reclasificacién que se

requieren para conferir utilidad clinica de un biomarcador. [33]
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JUSTIFICACION

El estudio y las caracteristicas de las MPs en la enfermedad vascular ha sido poco

estudiada en la poblacién mundial. Los estudios de las Microparticulas se describen
principalmente en poblacién europea y americana. Y por consecuencia no es posible trasladar

los resultados de estudios epidemiolégicos existentes a todos los grupos étnicos.

Nuestro interés se centra en determinar los niveles de MPs presentes en pacientes con
enfermedad cardiovascular que seran sometidos a cateterismo cardiaco en la Unidad de
Hemodindmica de este Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INCICh), asi como en

personas sin factores de riesgo cardiovascular que acudan al Banco de Sangre del INCICh.

Esta estrategia de estudio nos permitira sefialar las concentraciones de MPs en suero que atn
no se han establecido en la poblacién mexicana ante dos escenarios, enfermedad
cardiovascular y personas sin enfermedad cardiovascular La medicion de MPs en ambos
grupos permitird expandir el panorama de estudio como puntos angulares en la fisiopatologia

de la enfermedad aterosclerdtica.
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VARIABILIDAD DEL PROBLEMA A RESOLVER.

La variabilidad el problema representa todo un reto ya que hay muy pocos estudios in vivo de
las MPs en la enfermedad cardiovascular, diferentes estudios han mostrado evidencia de una

asociacion importante en el aumento de MPs protrombéticas en la inflamacion.

Consideramos que el mejor conocimiento y medicion de Microparticulas de las diferentes

células que participan en la enfermedad cardiovascular puede orientarnos a comprender los

biomarcadores celulares principales de esta patologia.
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ANTECEDENTES AMPLIOS SOBRE EL TEMA.

El estudio de las MPs de la membrana plasmatica se reporté hace cerca de 40 afios, y

durante muchos afios este proceso fue descrito como la liberacién del "polvo celular." Sin
embargo, el pasado decenio ha despertado un gran interés en las vesiculas de membrana en
muchos campos de la biologia, incluyendo la biologia vascular y trombosis. En consecuencia,
el término polvo célula ha sido remplazado por el término MPs para describir las vesiculas de
membrana submicrémicas que se desprenden de las células activadas o en apoptosis.
Hallazgos mas interesantes han demostrado la participacién de las MPs en la inflamacién, la

trombosis y la angiogénesis.
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION:

1. ;Existe una diferencia entre los niveles de Microparticulas en pacientes sometidos a
cateterismo cardiaco con enfermedad cardiovascular en relacién con pacientes sanos (sin

enfermedad cardiovascular)?

2. (Existe alguna relacién entre los niveles de Microparticulas entre los pacientes con

enfermedad cardiovascular de acuerdo al diagnostico de ingreso, hallazgos en la

coronariografia, biomarcadores sanguineos, asi como caracteristicas antropométricas?
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HIPOTESIS

* HIPOTESIS NULA:
o Ho: En pacientes con enfermedad cardiovascular y en pacientes sanos (sin

enfermedad cardiovascular) los niveles de Microparticulas no son diferentes.

s HIPOTESIS ALTERNA:

o Hi: En pacientes con enfermedad cardiovascular y en pacientes sanos (sin

enfermedad cardiovascular) los niveles de Microparticulas si son diferentes.
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OBJETIVOS

- Objetivo Primario
- Determinar las concentraciones de Microparticulas en plasma de pacientes con
enfermedad cardiovascular que se encuentren programados para coronariografia
en la unidad de Hemodindmica del INCICh, y en personas sanas (sin enfermedad

cardiovascular) que acudan a donar sangra al banco de sangre del INCICh.

- Objetivo Secundario
- Identificar si existe una asociacién entre los niveles de concentraciéon de
Microparticulas y el grado de lesidn es coronarias en pacientes con enfermedad

cardiovascular

- Identificar si existe una asociacién entre los niveles de Microparticulas en relacién

con el diagnoéstico de ingreso o severidad de la enfermedad cardiovascular.
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METODOLOGIA

- METODOLOGIA ADECUADA PARA LA SOLUCION DEL PROBLEMA A RESOLVER.

Se realizara un estudio de transversal, comparativo y analitico.

- POBLACION:
Pacientes con enfermedad cardiovascular que sean llevados a coronariografia a la Unidad
de Hemodinamica del INCICh entre el periodo de septiembre de 2011 a mayo de 2013 y

que cumplan con los criterios de inclusion.

Pacientes sin enfermedad cardiovascular que acudan a donar sangre al Banco de Sangre
del INCICh entre el periodo de septiembre de 2011 a mayo de 2013 y que cumplan con los

criterios de inclusién.

- CALCULO DE TAMANO DE MUESTRA
Los niveles de concentraciones de Microparticulas en ambos brazos de estudio no se han
estudiado, por lo que no se conoce la concentraciéon plasmatica de Microparticulas en

estudios previos. Es por ello que se considera el presente trabajo como un estudio piloto.

- INFRAESTRUCTURA CON LA QUE SE CUENTA PARA DESARROLLAR EL TRABAJO DE

INVESTIGACION.

Laboratorio de biologia molecular y departamento de Hemodindmica del INCICH
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CRITERIOS DE INCLUSION:
Se incluyeron pacientes con enfermedad cardiovascular que comprendan los siguientes
diagnosticos:
o Angina estable
o Angina inestable
o Infarto al Miocardio sin elevacion del segmento ST
o Infarto con Elevacién del segmento ST
o Enfermedad Valvular
Se incluirdn a pacientes sin enfermedad cardiovascular y que no tengan ningin factor de

riesgo cardiovascular que acudan a donar sangre al Banco de Sangre del INCICh

CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Historia de Infarto de miocardio un mes previo a la coronariografia

- Edad mayor de 80 afios

- Infarto secundario a isquemia debido a desbalance entre el aporte y demanda de oxigeno
- Enfermedad inflamatoria no infecciosa reciente o crénica

- Historia de neoplasias

- Intervenciones quirdrgicas recientes (3 meses previos)

- Intervencionismo coronario percutaneo de rescate

- Antecedente de cirugia o traumatismo un mes previo

- Insuficiencia renal

DESCRIPCION OPERATIVA:
Se revisé la programacidén diaria del servicio de hemodindmica y se eligieron a los pacientes

con enfermedad cardiovascular que se encontraban programados para coronariografia. Dado
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que se contemplo incluir en el estudio a pacientes con Sindrome Coronario Agudo con
elevacién del segmento ST (SICA CEST), se mantuvo una comunicacion directa con el servicio
de urgencias para incluir a los pacientes con SICA CEST candidatos a intervencionismo

coronario percutaneo primario.

Se entrevist6 a cada paciente y se les invit6 a participar explicando ampliamente y por escrito
la finalidad del estudio. Cada paciente autorizo por escrito la participacion en el estudio

mediante consentimiento informado.

Se revisd el expediente clinico y se recolectaran datos en relacién a factores de riesgo,
medidas antropométricas y cuadro clinico. También se registraron los resultados de estudio

angiografico coronario.

MEDICION DE MICROPARTICULAS
Ambos procedimientos se emplean para control y paciente. Para la obtenciéon de

Microparticulas se deben seguir las siguientes indicaciones:

Fase 1

- Tomar tres muestras de sangre obtenidas por método de venopuncién (previo
consentimiento del paciente), colocar cada muestra en tubos Vacutainer con Citrato de
Sodio 0.109 M. con un volumen de 3.7ml de tapa azul (Eliminar la primera toma de
muestra).

- Colocarse guantes (latex normal).

- Homogenizar la muestra: mezclando la muestra por pipeteo.
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Distribuir las muestras en tubos Eppendorf de 2ml, aproximadamente 1.5 ml de la
muestra en cada tubo (se obtiene aproximadamente 3 tubos Eppendorf de cada tubo
Vacutainer).

Centrifugar en Eppendorf Cetrifuge 5417R con un rotor de 7.5 cm a 4200 rpm, por 15
minutos a una temperatura de 4 °C para obtener plasma y verificando que estén en
contrapeso.

Inmediatamente en +5 min separar el plasma obtenido, dejando el anillo que separa a los
eritrocitos, y colocarlo en tubos nuevos Eppendorf de 1.5 ml, deshechar los tubos que
contienen los eritrocitos en las bolsas rojas.

Centrifugar el plasma obtenido en la misma centrifuga a 12 500 rpm durante 2 min a 4 °C.
Separar el sobrenadante de todos los tubos Eppendorf en un tubo de plastico grande, sin
hacer movimientos bruscos para evitar que se mezclen las Microparticulas. Dejar
aproximadamente en el fondo +50 uL de cada uno de los tubos, estos tubos se desechan.
Homogenizar con una pipeta el tubo de plastico grande, sin llegar al segundo tope para
evitar la formacién de burbujas.

Hacer alicuotas en tubos nuevos Eppendorf de 1.5 pL, cada una de +500 pL, con el plasma
del tubo de plastico grande (homogenizando aproximadamente cinco veces al hacer cada
alicuota). Etiquetar: fecha, nombre, nimero de expediente y la leyenda PLASMA MP
Congelar todas las alicuotas a -80 °C (refrigeradores primer piso) en la caja con la leyenda

PLASMA MP.

Fase 2

Descongelar las muestras (alicuotas) en hielo en el refrigerador gris (20 °C).
Las centrifugaciones se realizaran en la centrifuga Optima TLx Ultracentrifuga 120000

rpm, su uso requiere de 20 min de encendido previamente (esperar a que el regulador se
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ponga en color verde, y encender la centrifuga). Caracteristicas del rotor: tiene la
capacidad para 14 tubos (Tiene tapa azul). Los tubos que se emplean en el rotor deben
ser del mismo calibre con las siguientes dimensiones 0.8 cm de didmetro y 3.5 cm de alto,
es preferible trabajar con los tubos transparentes (tomarlos del laboratorio).
Homogenizar las muestras antes de agregarlas al los tubos de centrifugacidn.

Agregar 500uL de plasma (previamente descongelado) en cada tubo de centrifugacién
(tubos transparentes).

Ajustar el peso de las muestras, empleando la balanza analitica 62ADAPW124 (maximo
120g d= 0.0001), utilizando un trozo de gradilla (unicel), pesar primero el trozo de unicel
y después cada tubo, todos los tubos tienen que pesar lo mismo, lo cual debe coincidir con
los 500 ml que cada tubo posee.

Colocar las muestras en el rotor verificando que estén en contrapeso y centrifugar a 30
000 rpm durante 90 min a 4 °C.

Tener previamente etiquetados dos tubos Eppendorf de 1.5 ml para cada muestra.
(etiquetar: fecha, nombre, registro y leyenda PLASMA).

Extraer 450 pL del plasma de cada tubo de centrifugacién (dejando 50ul), colocarlo en los
tubos Eppendorf etiquetados previamente y congelar a - 80 °C en la caja con la leyenda
PLASMA.

Adicionar 450 pL de buffer HEPES (que esta en el refrigerador del laboratorio) al tubo de
centrifugaciéon lavando las paredes. Técnica de lavado: colocar todo el buffer en el tubo,
homogeneizar, tomar muestra y colocar la punta de la pipeta en las paredes de tubo y
dejar fluir el liquido para “lavar”, repetir 3 o 4 veces.

Ajustar el peso de los tubos a los que se adicion6 buffer. Centrifugarlos a las mismas
condiciones (30 000 rpm por 90 min a 4 °C). Eliminar el sobrenadante 450uL (buffer y

plasma) y dejar aproximadamente 50 pL en cada tubo de centrifugacion.
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- De nuevo, agregar 450 pL de buffer HEPES al tubo de centrifugacién, homogenizar y lavar.
Ajustar peso. Centrifugar a las mismas condiciones (30 000 rpm por 90 min a 4°C).

- Extraer 470 pL del tubo de centrifugaciéon y eliminar, dejando 30 pL en el tubo de
centrifugacién (que contiene Microparticulas), colocar los 30 pL en un tubo nuevo
Eppendorf de 500 pL (Etiquetado: nombre, serie, fecha y leyenda MPs).

- Dependiendo del volumen sobrenadante (Microparticulas) ajustar el volumen a 100 uL
con el buffer HEPES, ejemplo: tomar 70 pL del buffer y lavar el tubo de centrifugacién para
obtener las posibles Microparticulas que se hayan quedado en las paredes, y agregar estos
70 uL al tubo Eppendorf que contiene 30 puL de MPs, lo cual debe de dar 100 pL, si falta
ajustar con buffer.

- Congelar los tubos con MPs a - 80 °C en la caja con la leyenda MPs.

- Preparaciéon de Buffer HEPES: 10 uM (0.01 M) + NaCl (0.14 M)

HEPES=0.5957 g
NaCl=2.045¢

pH: 7.4 Aforara 250 ml.

Cuantificacion de proteinas

Separar las muestras marcadas.

- Encender el aparato “Bafio Maria”, agregar agua hasta la primera linea y programar a
379C.

- Agregar Nitrogeno liquido a contenedor cilindrico y depositarlo en recipiente cuadrado de

unicel.

- Colocar las muestras en una gradilla de unicel tener presente el orden.
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- Iniciar 5 ciclos de cambio de temperatura simultanea. Introducir muestras en “Bafio
Maria” a 372C durante un minuto y posteriormente en Nitrégeno Liquido durante 1
minuto (Repetir 5 veces)

- Usar programa NanoDrop.

- Iniciar la cuantificacién de muestras, no olvidar colocar cada muestra previamente en
“Vortex” para mezclar adecuadamente el sustrato.

- Seleccionar la opcién de mostrar resultados, guardar en un archivo de Microsoft Excel®, e

imprimir datos obtenidos.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizaron cdlculos de las medidas de tendencia central. Media con desviacién estdndar o
medianas segin la distribucién, para variables continuas. Andlisis de Varianza para
determinar asociacion entre niveles Microparticulas y extension de la enfermedad arterial
coronaria. Se emplearon pruebas estadisticas no paramétricas, si corresponde de variables
categoéricas u ordinales, segin sea el caso: prueba de Chi cuadrada, exacta de Fisher, U de

Mann Whitney. Se usé el paquete estadistico SPSS® versién 20.0.

RECURSOS ECONOMICOS

Se utilizaron recursos econdémicos y de mobiliario médico proporcionado por el INCICh.
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RESULTADOS

Un total de 302 pacientes fueron estudiados en el presente estudio, de los cuales 60 (20%) de
ellos no tenfan enfermedad cardiovascular o tenian factores de riesgo cardiovascular; 242

(80%) de los pacientes tenian enfermedad cardiovascular.

En cuanto a las caracteristicas del grupo (Tabla 1) sin enfermedad cardiovascular la edad
media fue de 55+4.19 afios, el 76.7% fueron hombres, la mediana de concentracién de
proteinas de Microparticulas fue de 0.885 ug/ul (0.238, 6.63), ninguno de estos pacientes
tenfa diagnostico de Diabetes Mellitus, Hipertensién Arterial, tabaquismo, insuficiencia

cardiaca y dislipidemia.

Tabla 1. DISTRIBUCION DE VARIABLES EN EL GRUPO SIN ENFERMEDAD

CARDIOVASCULAR

VARIABLE VALOR n SESGO CURTOSIS | pde 7

Edad,afios |  55:419 | 60 | 037 | -039 | 007
 Sexomasculino | 46(767%) | 60 | - | - | -
| |
 Hipertensiénarteriat | o | | - | - | - |
| |
 Insuficienciacardiaca | o | | - | - | - |

| |

-
| |
vem | 907(44,96.6) | 34 | -171 | 114 | 0.00 |
| |

* Prueba de Kolmogorov-Smirnoff
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En cuanto al grupo de pacientes con enfermedad cardiovascular (Tabla 2) la edad promedio
fue de 60.4+10.6 afios, el 77.3% eran hombres, 42.6% tenian diagnostico de Diabetes Mellitus,
el 62.4% eran hipertensos, 42.7% con antecedente de habito tabaquico, 6.6% con

insuficiencia cardiaca.

Por su diagndstico de ingreso el 47.5% tenia angina estable, 9.9% angina inestable, 17.8%
Sindrome Coronario Agudo sin elevacion del Segmento ST del tipo infarto, 21.9% con
Sindrome Coronario Agudo con elevacion del Segmento ST, 0.4% con doble lesién adrtica,
0.4% con insuficiencia tricispide y 2.1% con estenosis adrtica.

Tabla 2. DISTRIBUCION DE VARIABLES EN EL GRUPO CON ENFERMEDAD

CARDIOVASCULAR

[ VARIABLE VALOR n SESGO CURTOSIS | Pde
KS*

| | |
 Sexomasculino | 187(773%) | 242 | - | - | - |
Hipertensionarterial |  151(624%) | 242 | - | - | -

| | | |
 Insuficienciacardiaca | 16(6.6%) | 242 | - | - | - |
Dislipidemia | 108 (44.6%) | e e e

Diagndstico de ingreso: 242 - = =
Angina estable 115 (47.5%)

Angina inestable 24 (9.9%)

SICA CEST 43 (17.8%)

SICA SEST 53 (21.9%)

Doble lesion adrtica 1 (0.4%)

Insuficiencia tricaspide 1 (0.4%)

Estenosis adrtica 5(2.1%
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L

-——
|
Colesterol (mg/dl) | ;

| 152.5(62,522) | 242 | %Q
Triglicéridos (mg/dl 144.5 (42.8, 563 <0.001
| | | |
11.3(0.49,267) | 96 | 243 | 645 |<0.001
| | | |
CKMB 3.56 (0-39, 8598 44.35 <0.001

| Hemoglobina (mg/dl) | 1382+2.07 | 239 | 08 | 073 | 001 |
Hematocrito |
HCM

* Prueba de Kolmogorov-Smirnoff

De los Pacientes con enfermedad cardiovascular en el estudio angiografico se encontraron
lesiones en el Tronco de la Coronaria izquierda en el 13.2%, flujo TIMI 0 y 1 en la arteria
Descendente Anterior (DA) fue del 16.9%, flujo TIMI 0 y 1 en la arteria Circunfleja (Cx) fue
del 12%, el flujo TIMI 0 y 1 en la arteria Coronaria Derecha (CD) fue de 23.1%. La calcificacién

coronaria se encontr6 en el 9.9% de los pacientes.

El indice de Masa Corporal promedio en el grupo de enfermedad cardiovascular fue de 27.4%,

los niveles de colesterol medios fueron de 152.5 mg/dl , y para triglicéridos fue de 144.5

mg/dl. La concentracidn de proteinas en MPs en pacientes con enfermedad cardiovascular fue
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de 2,2 (0.02,18.11). Las variables que presentaron mas de 20% de pérdidas son: PCR, CKMB,
Pro BNP, por lo que se excluyen del andlisis ulterior. Las variables con distribucién no normal
retenidas son: Proteinas MPS, colesterol, triglicéridos, glucosa, troponinas, VCM; por lo que se

analizara con pruebas no paramétricas.

Al hacer el andlisis de las variables en comun entre el grupo sin ECV y con ECV, buscando
principalmente la diferencia de medianas de las Prot-MPS. Los resultados se observan en la
tabla 3. Se observa que las medianas de Prot-MPS son significativamente diferentes entre los
grupos control y de estudio, presentando niveles notablemente superiores el grupo de ECV.

La edad del grupo de estudio también es significativamente mayor en este grupo.

Tabla 3. CARACTERISTICAS DEL GRUPO SIN ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR VS

GRUPO CON ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

VARIABLE VALOR GRUPO VALOR GRUPO p
SIN ECV CON ECV

46 (76.7% 187 (77.3%

eSO | ommeen | ooy |

*t de muestras independientes con varianzas diferentes
**ji cuadrado
***Prueba U de Mann-Whitney

Se realiz6 andlisis bivariado tomando como variable dependiente los niveles de Proteinas de
Microparticulas (Prot-MPS). Los resultados se observan en la tabla 4. Las variables con
significancia estadistica fueron el diagndstico de ingreso, la presencia de calcificacion
coronaria, los niveles de troponinas y el Volumen Corpuscular Medio (VCM). Es de notar que

en este andlisis no se observo correlacion entre la edad y los niveles de Prot-MPS.
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Tabla 4. ANALISIS BIVARIADO ENTRE PROTEINAS DE MPs Y COVARIABLES

VARIABLE p

Sexo masculino

Hipertension arterial 0.18**

Insuficiencia cardiaca 0.96**

Diagndstico de ingreso. <0.001**

Calcificacion coronaria “

Colesterol

Hemoglobina
<0.001*

*Correlacion de Spearman
**Prueba de U de Mann.Whitney
***Prueba de Kruskal-Wallis

El andlisis de acuerdo al diagnéstico de ingreso en el grupo con ECV los resultados se

presentan en la tabla 5, y figura 1 y 2. El diagnéstico mas frecuente fue la angina estable, y esta
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present6 los niveles de Prot-MPS mas altos, de forma significativa. Los pacientes con infartos

presentaron niveles de Prot-MPS similares, independientemente de su tipo. Los pacientes con

valvulopatia presentaban niveles menores de Prot-MPS.

Tabla 5. ANALISIS BIVARIADO SEGUN DIAGNOSTICO DE INGRESO

7 Diagndstico de ingreso: FRECUENCIA Y VALOR DE PROT-MPS pP*
PORCENTAJE ng/ul

*Prueba de Kruskal-Wallis

3,500

3,000

2,500

2,000+

1,500

Media de PROT_MPS

1,000

,500

T T T T T T T
Angina Angina SICA con ST SICAsin ST Doble Lesion Insuficiencia  Estenosis
estable inestable Aortica Tricuspidea Adrtica

Diagnosticos

Grafica 1. Medias de Prot-MPS en los diferentes diagndsticos,
observandose niveles superiores en angina estable.
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Grafica 2. Grafico de cajas y bigotes que muestra medianas de Prot-MPS en
los diferentes diagndsticos, observandose niveles superiores en angina
estable.

Se realizé andlisis segun las lesiones coronarias y sus distribucién en los diferentes vasos
coronarios epicardicos. Los resultados se observan en la tabla 6 y grafica 3. Se dicotomizé el
grado de lesién segin su TIMI epicardico, en lesiones no significativas, aquellas que
presentaban TIMI = 2, y lesiones significativas los que presentan TIMI < 2. El grado de lesion
coronaria no se relacion6 significativamente con niveles superiores de Prot-MPS. A diferencia
de la presencia de calcificacién coronaria que si presenta niveles superiores de Prot-MPS.

Tabla 6. ANALISIS BIVARIADO SEGUN LESIONES CORONARIAS

VASO TIMI < 2 TIMI = 2 '

2.5 (0.2, 18.11) 2.2 (0.02,14.29) [ 0.90

1.88(0.13, 18,11 2.25 (0.02, 14.29

Prueba U de Mann-Whitney
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Gréfica 3. Grafico de cajas y bigotes que muestra medianas de Prot-
MPS segtn las presencia de calcificacién coronaria.

A continuacioén, se analiz6 si el nimero de vasos coronarios epicardicos estaban relacionados
con los niveles de Prot-MPS. Los resultados se observan en la tabla 7 y figura 4. No se

observo asociacidn significativa entre el nimero de vasos afectados y los niveles de Prot-MPS.
Incluso, los pacientes sin lesiones coronarias presentaron medianas muy similares al resto de

pacientes.

Tabla 7. ANALISIS BIVARIADO SEGUN NUMERO DE LESIONES CORONARIAS

NUMERO DE LESIONES | n VALOR p*

|
|

235 (002,630
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Gréfica 4. Grafico de cajas y bigotes que muestra medianas de
Prot-MPS segtn la extensién de enfermedad ateroescleroética en
el lecho vascular coronario. No se observan diferencias
significativas.

Se evalué si los niveles de Prot-MPS se elevan de forma selectiva segtin el vaso coronario
afectado. Nuevamente se considero como lesion significativa la presencia de un TIMI
epicardico <2. No se observo diferencia significativa en las medianas de Prot-MPS de ningtn
vaso en particular. Sin embargo, si se observa una tendencia a que la CD presenta niveles

menores de Prot-MPS. Los resultados se observan en la tabla 8 y grafica 5.

Tabla 8. ANALISIS BIVARIADO SEGUN VASO CORONARIO AFECTADO

VASO n VALOR P*
CORONARIO

25 (0.2, 16.11)

| 2.27(0.02,1429) |

* Prueba de Kruskal-Wallis
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Grafica 5. Grafico de cajas y bigotes que muestra medianas de Prot-MPS
segln el vaso coronario epicardico afectado principalmente. No se
observan diferencias significativas.

Se analizé la diferencia de medianas segun el grado de lesién coronaria, valorado por su TIMI
epicardico en crudo. Los resultados se muestran en la tabla 9. No se observo ninguna
tendencia ni asociacién significativa entre los niveles de Prot-MPS y el grado de TIMI

epicardico en ningino de los vasos coronarios analizados.

Tabla 9. ANALISIS BIVARIADO SEGUN GRADO DE LESION CORONARIA

VASO CORONARIO Y n VALORES DE PROT-MPS P
GRADO DE LESIONES
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las MPs son vesiculas de membrana que miden de 0,1 a 1 um, estas son liberadas a el espacio
extracelular tras la activacién celular o apoptosis. Albergan en su superficie la mayor parte de
las proteinas asociadas a membranas de las células que se derivan y se caracterizan por la
pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica, lo que resulta en la exposicién de
fosfatidilserina en su cara externa. Un gran nimero de estudios han propuesto que las MPs

pueden contribuir al desarrollo de la placa aterosclerdtica, la progresidon y complicaciones.

Es de hacer mencién sobre el papel de MP se basan en investigaciones generadas in vitro a
partir de células cultivadas o MPs aisladas de la sangre o en los tejidos de los pacientes y
modelos animales. A pesar de la informacién proporcionada por las MPs en estudios
generados in vitro aportan conocimientos de gran valor, la transferencia de estos resultados
in vivo podria ser limitada debido a los efectos biolégicos y la composicién de las MPs varian

mucho en funcion del estimulo inicial de su liberacién.

En este estudio transversal de 302 pacientes, se busco determinar el numero de MPs
circulantes en pacientes con enfermedad cardiovascular (ECV) y sin ECV. Se ha demostrado
que los niveles de MPs circulantes en sangre periférica son mas elevados en pacientes con
ECV, esto coincide con las publicaciones que resaltan la presencia de EVC y una directa

relacién con el aumento de MPs circulantes.

En el aflo 2004, Mallat et al, reportaron el incremento en niveles de MPs en pacientes con

Sindrome Coronario Agudo en comparacién con personas sanas y pacientes con angina

estable. [36] Bernal-Mizrachi et al, observaron niveles elevados de MPs endoteliales en
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pacientes con enfermedad arterial coronaria que en pacientes controles, y en presencia del
sindrome coronario agudo en relaciéon con pacientes con angina inestable. Lo interesante de
nuestros resultados es que dentro de los pacientes con ECV los niveles de MPs medidas fueron
mucho mayores en el grupo de la angina inestable que en el SICA CEST. Una de las probables
explicaciones a nuestros resultados pueden deberse a que no se encuentran balanceados los
pacientes en ambas patologias, ya que para el grupo de la angina estable se analizaron el

47.5% de pacientes y para el SICA CEST el 17.8%.

Nuestro estudio también demuestra falta de significancia en los niveles de MPs en cuanto al
diagnostico de ingreso, por lo que niveles de MPs fueron muy similares entre pacientes con

diagnoésticos diferentes del grupo ECV.

Interesantemente nuestro estudio no muestra una relaciéon con los hallazgos encontrados en
la angiografia de pacientes con ECV, resaltando que la severidad en cuanto la alteracién al
Flujo TIMI no tiene una asociacién marcada. Sin embargo, nuestro estudio contemplo la
calcificacién coronaria con el Flujo TIMI, observandose que pacientes con ECV con evidencia
de flujo TIMI <2 y calcificaciéon coronaria tienen mayor cantidad de MPs con respecto a
aquellos con Flujo TIMI >2 con calcificacién coronaria (3.58 pug/pl y 1.94 pg/ul
respectivamente P <.02). Por lo tanto nuestro estudio agrega nueva informacién al estudio de

las MPs en la ECV.

Nuestros pacientes sin ECV también tuvieron mediciones de MPs similares a las observadas
en estudios con poblaciones sin muchas comorbilidades o gran enfermedad cardiovascular.
Este estudio resalta que algunos pacientes sin ECV pueden tener niveles de MPs comparables

con aquellos pacientes con ECV, sin embargo, creemos que estos niveles estan en relaciéon con
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el equilibrio fisiol6gico del recambio celular, activacién y apoptosis fisioldgica. Una limitacién
de este estudio es Unicamente haber realizado mediciéon de proteinas de MPs sin poder

diferenciar el tipo MPs o su origen celular.

Es evidente que la investigacidon sobre las MPs se encuentra todavia en etapas iniciales, pero
hay varias aplicaciones clinicas potenciales a tener en cuenta a medida que se avanza sobre
este campo. Las MPs pueden llegar a ser un biomarcador de gran utilidad de la salud vascular
general. Debido a que el endotelio es la via final comtn en el que muchos factores de riesgo
cardiovascular (hipertension, hiperlipidemia, diabetes, tabaquismo) actian, las MPs pueden
pintar un panorama general del estado de la vasculatura de una persona. Como tal las MPs
también pueden ser utiles en la mejora de la evaluacién de riesgo de enfermedad
cardiovascular (por ejemplo, riesgo predicho) para la prevencién primaria, especialmente
para aquellos en la categoria de riesgo intermedio. Pueden resultar ain mas valiosa en la
identificacion de las personas con enfermedad cardiovascular conocida que se encuentran en
alto riesgo de recurrencia, para los que se necesitan esfuerzos de prevencién secundaria para
ser mas agresivo. Finalmente si las MPs son sensibles a los cambios y disminuyen con el
tratamiento de los factores de riesgo de ECV, también pueden ser ttiles en el seguimiento de

la respuesta al tratamiento.
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