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El acido acetilsalicilico reduce la liberacion de microparticulas
eritrocitarias, monocitarias y de células del musculo liso vascular
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RESUMEN

Introduccion y objetivos: La diabetes mellitus esta asociada a mayor riesgo de enfermedad cardiovascular
y su prevalencia esta en aumento. La diabetes mellitus induce estrés metabodlico a las células vasculares,
lo cual promueve la activacion plaquetaria y la disfuncién vascular. El grado de activacion de las células
vasculares se puede medir con el nimero y el fenotipo de las microparticulas circulantes. El objetivo de
este estudio es investigar el efecto de una dosis de acido acetilsalicilico con accién inhibidora plaquetaria
en el nimero y el tipo de las microparticulas liberadas a la circulacion.

Meétodos: Se inscribi6é a 43 pacientes diabéticos que recibieron una dosis diaria de 100 mg de acido
acetilsalicilico durante 10 dias, con objeto de cubrir el periodo medio de vida de las plaquetas en la
circulacion. Antes y después del periodo de intervencion, se caracterizaron y cuantificaron las
microparticulas circulantes mediante citometria de flujo.

Resultados: Respecto a los pacientes con diabetes mellitus tipo 2, aquellos con diabetes mellitus tipo
1 presentaron el doble de microparticulas circulantes positivas para factor tisular (derivadas de
plaquetas y monocitos) y microparticulas positivas para selectina E de origen endotelial. El tratamiento
con acido acetilsalicilico inhibi6 significativamente las plaquetas, puesto que la generacién de tromboxano
derivado de la ciclooxigenasa 1 disminuyé un 99%. Se produjo una reduccion significativa de las
microparticulas derivadas de eritrocitos, monocitos activados y células de misculo liso tras 10 dias de
administracion de acido acetilsalicilico.

Conclusiones: Estos resultados indican que: a) las células vasculares y hematicas de los pacientes con
diabetes mellitus tipo 1 estan expuestas a un mayor estrés continuo, que se refleja en el origen y la
cantidad de sus microparticulas; b) el tratamiento con acido acetilsalicilico inhibe la activacion de las
células de la pared vascular y la liberacion de microparticulas, y c¢) los efectos del acido acetilsalicilico son
similares en la diabetes mellitus tipos 1y 2.
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Microparticle Shedding by Erythrocytes, Monocytes and Vascular Smooth
Muscular Cells Is Reduced by Aspirin in Diabetic Patients

ABSTRACT

Introduction and objectives: Diabetes mellitus is associated with an enhanced risk for cardiovascular
disease and its prevalence is increasing. Diabetes induces metabolic stress on blood and vascular cells,
promoting platelet activation and vascular dysfunction. The level of vascular cell activation can be
measured by the number and phenotype of microparticles found in the circulation. The aim of this study
was to investigate the effect of a platelet-inhibitory dose of aspirin on the number and type of
microparticles shed to the circulation.

Methods: Forty-three diabetic patients were enrolled in the study and received a daily dose of 100 mg of
aspirin for 10 days to cover the average platelet life-span in the circulation. Before and after the intervention
period, circulating microparticles were characterized and quantified by flow cytometry.

Results: Type 1 diabetic patients had about twice the number of tissue factor-positive circulating
microparticles (derived both from platelets and monocytes) and endothelial-derived E-selectin positive
microparticles than type 2 diabetic patients. Aspirin therapy significantly inhibited platelets since
cyclooxygenase 1 derived thromboxane generation levels were reduced by 99%. Microparticles derived
from erythrocytes, activated monocytes, and smooth muscle cells were significantly reduced after 10 days
of aspirin administration.
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Conclusions: These results indicate that: a) vascular and blood cells in type 1 diabetic patients are
exposed to more sustained stress shown by their specific microparticle origin and levels; b) aspirin
therapy inhibits vascular wall cell activation and microparticle shedding, and c) the effects of aspirin are
similar in type 1 and 2 diabetes.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2016 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

AAS: acido acetilsalicilico

AV: anexina V

DM: diabetes mellitus

ECV: enfermedad cardiovascular
FT: factor tisular

MPc: microparticulas circulantes

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) se asocia en gran medida a
complicaciones microvasculares y macrovasculares y a un
aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV)!. Dado
que la prevalencia de la DM esta aumentando en todo mundo, se ha
estimado que en 2030 habra aproximadamente 552 millones de
personas con DM, de las que mas de un 95% tendran DM tipo 2
(DM2)2. Se han propuesto diversos mecanismos para explicar el
aumento del riesgo cardiovascular (CV) que se da en la DM, como el
aumento de la tendencia a la formacién de trombos intracorona-
rios, el aumento de la reactividad plaquetaria y el agravamiento de
la disfuncién endotelial®>. Dado que hasta un 80% de los individuos
con DM acaban falleciendo por causas CV, los tratamientos basados
en la evidencia que reducen las ECV son de la maxima importancia.

La recomendacion de emplear acido acetilsalicilico (AAS) a dosis
bajas para la prevencion primaria de eventos CV en adultos con DM
ha sido objeto de controversia>>. El AAS es un firmaco anti-
inflamatorio no esteroideo y también el antiagregante plaquetario
utilizado mas comidnmente, debido a su bajo coste y la relativa
ausencia de efectos adversos cuando se administra en dosis bajas.
El AAS inhibe la formacion de tromboxano A, plaquetario, un
potente vasoconstrictor y agonista plaquetario, a través de la
acetilacion de la ciclooxigenasa 1 en la posicion de serina-530, con
lo que impide la unién del acido araquidoénico al lugar activo
enzimatico®>. Aparte de su efecto inhibidor de la formacién de
tromboxano, el AAS puede tener efectos pleotropicos, que implican
acciones antioxidantes y antiinflamatorias®, pero continfian sin
estar claros los efectos del farmaco en cuanto a la inhibicion de la
activacion celular en el compartimento vascular y la liberacion de
microparticulas.

Las microparticulas circulantes (MPc) son pequefias microve-
siculas, ricas en fosfolipidos de entre 0,1 y 1 wm de diametro, que
liberan las células hematicas o endoteliales activadas y se definen
seglin su tamaiio y la expresion de antigenos de tipos celulares
especificos en su superficie’. Estudios recientes han demostrado
que estas MPc desempeflan un papel clave en la trombosis, la
inflamacién y la angiogénesis®®, que son esenciales en la
instauracion de las complicaciones diabéticas. Aunque estan
presentes en el plasma de los individuos sanos, en los trastornos
vasculares se ha descrito un namero elevado de determinados
subgrupos activados especificos de MPc'°~'3, Las MPc proceden de
las células y contienen fosfatidilserina, asi como proteinas de

superficie especificas en funcion de sus células de origen. Pueden
proceder de plaquetas, células endoteliales, leucocitos, eritrocitos y
células de miisculo liso'®. Algunas de ellas tienen propiedades
procoagulantes potentes a causa de la exposicion de fosfolipidos
anioénicos, como la fosfatidilserina, de un modo similar que las
plaquetas activadas, y proporcionan una superficie catalitica que
puede promover la coagulacion, puesto que la fosfatidilserina
facilita la union de los factores de la coagulacion y la combinacion
de los complejos de la coagulacion, con lo que acelera la formacion
de trombina'®. Segtin lo indicado por una revisién'®, los pacientes
con DM y complicaciones diabéticas presentan diferentes patrones
de MPc celulares, y las concentraciones sanguineas de las MPc
derivadas de plaquetas, las derivadas de células endoteliales y las
microparticulas totales anexina V (AV)" estan aumentadas
significativamente en la DM tipo 1 (DM1). En los pacientes con
DM2, se han observado concentraciones de todas las microparti-
culas'” y las MPc plaquetarias, leucocitarias, monocitarias y de
origen endotelial, en comparacién con las de los sujetos de control
de iguales caracteristicas'®72!.

Asi pues, el objetivo de este estudio es determinar el efecto de la
administracion de AAS en la liberacién de microparticulas y su
fenotipo en pacientes diabéticos.

METODOS
Pacientes diabéticos

Se reclutd para el estudio en la clinica ambulatoria del Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona a un total de 43 pacientes
diabéticos de atencion primaria (varones y mujeres), de entre 41y
73 afios de edad, tratados segiin lo establecido en las guias
internacionales. Los pacientes incluidos en el estudio tenian DM1 y
DM2 y los criterios de exclusion fueron: toma de AAS o ibuprofeno
en los Gltimos 10 dias, contraindicaciones para el empleo de AAS o
bloqueadores beta, Gilcera péptica, aumento del riesgo hemorragico
y antecedentes de cancer, trastornos inflamatorios, sepsis,
infeccion o embarazo.

El protocolo del estudio fue aprobado por el comité de ética de
investigacion del hospital, y el ensayo se llevo a cabo segin la
Declaracion de Helsinki. Todos los participantes dieron su
consentimiento por escrito para la participacion en el estudio.
Después del examen de seleccion y la inclusion en el estudio, se
realiz6 una historia clinica para registrar los datos de estilo de vida,
médicos y terapéuticos, asi como las determinaciones basales. A
continuacion, los pacientes iniciaron el periodo de intervencion,
durante el cual se les administraron 100 mg de AAS diariamente
durante 10 dias. Se realizaron extracciones de sangre antes
(situacion basal) y después del periodo de intervencion con AAS.

Con objeto de asegurar la adherencia al tratamiento con AAS y
su eficacia, se verificé la inhibicién de la ciclooxigenasa 1 y se
determiné la inhibicion de la formacion de tromboxano B,
mediante un kit comercial de enzimoinmunoanalisis
(Thromboxane B, Express Eia Kit-Monoclonal, Cayman Chemical)
siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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Sujetos de control

Como sujetos de control, se incluy6 a 38 participantes con un
riesgo CV moderado-alto, que no presentaban DM ni ECV,
igualados en las variables sexo, edad, factores de riesgo CV clasicos
y uso de estatinas. Se reclut6 a los controles a partir de la cohorte
SAFEHEART??, un estudio multicéntrico de larga duracién pros-
pectivo y abierto. Ninguno de los participantes del grupo de control
estaba en tratamiento con AAS. Mediante un formulario estanda-
rizado, en el momento de la inclusion se obtuvieron de todos los
participantes datos relativos a las caracteristicas demograficas y
clinicas, los antecedentes CV, los factores de riesgo CV clasicos y el
tratamiento actual para la hipercolesterolemia.

Obtencion de muestras de sangre

Se extrajeron muestras de sangre de la vena cubital, sin aplicar
torniquete, utilizando una aguja de calibre 20, después de 10-14 h
en ayunas, y se colocaron en tubos con citrato de sodio al 3,8%. Se
retiraron las células sanguineas mediante centrifugacién a baja
velocidad (250 x g, 15 min) a temperatura ambiente, con objeto de
evitar la activacion plaquetaria in vitro. Se realizé una cuidadosa
aspiracion del plasma rico en plaquetas, dejando una capa
inalterada de alrededor de 0,1 cm por encima de las células. Se
realiz6 una segunda centrifugacién (11.000 x g, 10 min, a
temperatura ambiente) con objeto de asegurar que se eliminaban
por completo las células y las plaquetas, para obtener un plasma
con deplecion de plaquetas. Se aplico una tercera etapa de
centrifugacion (11.000 x g, 2 min, a temperatura ambiente) con
objeto de asegurar la eliminacion completa de las plaquetas y
obtener un plasma sin plaquetas. Todas las muestras se procesaron
de manera idéntica y en un plazo de 60 min tras la extraccion. Las
muestras de plasma sin plaquetas de 250 wl se congelaron de
inmediato en nitrégeno liquido y se conservaron a -80 °C hasta su
procesamiento para aislar y cuantificar las MPc.

Aislamiento y cuantificacion de microparticulas circulantes

Se aisl6 la fraccion de MPc del plasma sin plaquetas mediante
una centrifugacion a alta velocidad en dos etapas. Resumidamente,
se descongelaron muestras de 250 wl de plasma sin plaquetas
congelado, manteniéndolas en hielo en proceso de fusion durante

1 h, y se centrifugaron a 20.000 x g durante 30 min a 30 °C para la
sedimentacion de las MPc. Se desecharon los sobrenadantes y se
lavd el sedimento enriquecido en MPc con solucién salina
tamponada con citrato-fosfato (fosfato 1,4 mmol/l; NaCl
154 mmol/l; citrato trisdédico 10,9 mM, y pH 7,4) antes de una
segunda etapa de centrifugacion de las mismas caracteristicas. Por
altimo, se resuspendieron los sedimentos de MPc restantes en
100 1 de solucién tamponada de citrato-fosfato.

Se llevo a cabo un andlisis de citometria de flujo de triple
marcado, segiin lo descrito por Suades et al**>. De manera resumida,
se diluyeron 5 wl de suspensiones de MPc lavadas en 30 .l de
solucion salina tamponada con fosfato, con un contenido de CaCl,
2,5 mM (tampdén de uniéon de anexina). A continuacion, se
agregaron combinaciones de 5 pl de AV conjugada con V450
(BD-horizon) con dos anticuerpos monoclonales especificos (mAc)
(5 pl de cada uno) (tabla 1), marcados con isotiocianato de
fluoresceina o ficoeritrina, o con anticuerpos de control isotipico.
Las muestras se incubaron a oscuras durante 20 min a temperatura
ambiente y se diluyeron con el tamp6n de union de anexina antes
de analizarlas de inmediato en un citémetro de flujo FACSCantoll™
(excepto en el caso de las microparticulas derivadas de células de
mausculo liso). Las microparticulas derivadas de células de misculo
liso se cuantificaron por separado segiin un método descrito con
anterioridad'“. Resumidamente, se incubaron a oscuras 5 ul de la
suspension de MPc durante 20 min a temperatura ambiente, con
5 wlde AV-V450y 5 pl de CD142-(factor tisular [FT])-isotiocianato
de fluoresceina en un volumen final de 50 .l de tampén de unién
de anexina. Las MPc se fijaron con 450 .l de tamp6n de unién de
anexina/paraformaldehido al 2% durante 30 min y se centrifugaron
a20.000 x g durante 30 min para sedimentar las MPc. Después de
eliminar el sobrenadante, las MPc se permeabilizaron con 20 pl de
tampo6n de unién de anexina/saponina al 0,1% durante 20 min a
temperatura ambiente y a oscuras. Tras la permeabilizacion, se
afladieron 5 wl de actina de musculo liso-a-ficoeritrina a la
suspension de MPc y se incub6 a oscuras durante 20 min a
temperatura ambiente, y finalmente se diluyé con tampén de
fijacion de anexina antes de los analisis con el citdbmetro de flujo.

La adquisicion se llevo a cabo a 1 min por muestra. Se
obtuvieron datos de dispersion frontal, dispersion lateral y
fluorescencia en una escala logaritmica. Las MPc se identificaron
y cuantificaron en funcion de sus caracteristicas de dispersion
frontal/dispersion lateral, seglin su tamaiio, la unién a la AV y la
reactividad contra mAc para células especificas (figura 1).

Tabla 1

Moléculas de la superficie celular para la identificacion y caracterizacion de las microparticulas circulantes
mAc Nombre alternativo Expresion Conjugacion Clon Fabricante
Anexina V Proteinas de uni6n de PS Ampliamente expresado V450 — BD Biosciences
IgGly — — FITC/PE X40 BD Biosciences
IgGlk — — FITC/PE MPOC21 BD Pharmingen
CD142 Factor tisular Ampliamente expresado FITC VD8 Sekisui Diagnostics
CD61 Integrina B3 Plaquetas PE VI-PL2 BD Pharmingen
PAC-1 Integrina oypB3 Plaquetas activadas FITC PAC1 BD Biosciences
CD62P Selectina P Plaquetas activadas PE AK-4 BD Pharmingen
CD146 Molécula de adhesion celular de melanoma Células endoteliales FITC P1H12 BD Pharmingen
CD62E Selectina E Células endoteliales PE 68-5H11 BD Pharmingen
CD235a Glucoporina A Eritrocitos FITC 11E4B-7-6 Beckman Coulter
CD3 Correceptor de células T Linfocitos T FITC HIT3a BD Pharmingen
CD45 Antigeno comun leucocitario Leucocitos PE Immu-19.2 Beckman Coulter
CD11b Antigeno de macréfagos 1 Neutroéfilos, leucocitos FITC VIM12 Sondas moleculares
CD14 Receptor de LPS Macréfagos, monocitos PE M5E2 BD Pharmingen
SMA-a Actina a de mdsculo liso Célula de masculo liso PE 1A4 R&D Systems

FITC: isotiocianato de fluoresceina; LPS: lipopolisacarido; mAc: anticuerpo monoclonal; PE: ficoeritrina; PS: fosfatidilserina; SMA: actina de mdsculo liso.
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Figura 1. Estrategia de seleccion y adquisicion para la deteccion de las microparticulas circulantes en el analisis FACS. Se establecieron los limites de seleccion antes
de los analisis mediante el Flow Check YG Size Range Calibration Kit (Polysciences; Warrington, Pensilvania, Estados Unidos). G1 se fij6 segin el tamaiio de las
microparticulas circulantes y su granularidad (definida como < 1 pum). Se seleccionaron las microparticulas anexina V+ circulantes cuantificadas en el canal Pacific
Blue (P1) de G1. Se seleccionaron las microparticulas circulantes unidas a los anticuerpos marcados con isotiocianato de fluoresceina (P2) y/o ficoeritrina (P3) (véase
la tabla 1) de P1 y se cuantificaron. FITC: isotiocianato de fluoresceina; FSC: dispersion frontal; PE: ficoeritrina; SSC: dispersion lateral.

La contribucion de los granulocitos se infirid restando los
agranulocitos (linfocitos mas monocitos) del total de leucocitos, en
vez de marcacion con mAc especificos. Se establecieron los limites
de aceptacién siguiendo los criterios descritos con anterioridad?>.
El limite inferior de deteccién se estableci6 como umbral por
encima del ruido electrénico de fondo del citometro de flujo. Para
identificar los eventos con tincién positiva, también se estable-
cieron umbrales basados en las muestras incubadas con la misma
concentracion final de anticuerpos de control isotipico, tras los
experimentos de titulacion. El nivel de fijacion de AV se corrigi6
respecto a la autofluorescencia utilizando seiales de fluorescencia
obtenidas con microparticulas en solucién salina tamponada con
fosfato y carente de calcio.

Los datos se analizaron con el programa informatico FACSDi-
va™ (versién 6.1.3, Becton Dickinson). La concentracién de MPc
(nimero de MPc por microlitro de plasma sin plaquetas) se
determiné mediante férmula de Nieuwland!®, con base en el
volumen de la muestra, el caudal del citometro de flujo y el nimero
de eventos positivos para fluorescencia (N), de la siguiente manera:

MPc/l = N x (Vg [ V,) x (Ve [ FR) x (1 [ V;) [donde V¢ (jul) es el
volumen final de suspension de MPc lavadas, V, (1) es el volumen
de suspension de MPc lavadas utilizado para cada analisis de
marcacion, V; (1) es el volumen total de suspensiéon de MPc antes
del analisis por citometria de flujo, FR (pl/min) es el caudal del
citbmetro de flujo en el modo de funcionamiento bajo (volumen
medio de suspension de microparticulas analizado en 1 min), 1 es
la unidad de volumen en microlitros, y V; (jl) es el volumen
original de plasma utilizado para el aislamiento de las microparti-
culas. Se determino el caudal de flujo antes de cada experimento.
Con objeto de reducir el ruido de fondo, los tampones se
prepararon el mismo dia y se filtraron mediante filtros con poros
de 0,2 wm en condiciones de baja presion por vacio.

Analisis estadistico
Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS

Statistical Analysis System (version 22.0). Se utilizo estadistica
descriptiva [media + desviacion estandar o n (%)] para describir las
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Tabla 2
Caracteristicas basales de los 43 pacientes diabéticos estudiados
Todos DM1 (n = 13) DM2 (n = 30) p

Edad (arios) 55+ 10 47 £5 59 + 10 < 0,0001
Varones 24 (55,8) 7 (53,8) 17 (56,7) 0,798
Fumadores actuales 9(20,9) 3(23,1) 6 (20,0) 0,317
Dislipemia 40 (93,0) 8 (61,5) 29 (96,7) 0,001
Hipertension 40 (90,7) 10 (76,9) 30 (100,0) 0,02
Evolucion (arios) 17 £ 10 254+ 10 13+9 0,001
Retinopatia 5(11,6) 3(23,1) 2(6,7) 0,655
Nefropatia 1(2,3) 1(7,7) 0 (0,0) 0,06
Polineuropatia 3(7,0) 1(7,7) 2(6,7) 0,564
Eventos cardiovasculares 0(0) 0(0) 0(0) 1,000
Indice de masa corporal (kg/m?) 25,70 &+ 3,04 24,38 + 2,21 26,12 + 3,25 0,086
Indice de masa corporal > 25 kg/m? 21 (48,8) 5(38,5) 17 (56,7) 0,011
Presion arterial sistélica (mmHg) 138 £ 14 132 £15 141 £ 12 0,054
Presion arterial diastdlica (mmHg) 81438 80+ 8 81+9 0,840
Glucosa (mmol/l) 8,5 +28 8,9 +£39 83 +21 0,529
HbA;. (%) 78 £0,7 79 £05 7,7 +£08 0,447
Triglicéridos (mmol/l) 14 +12 1,5+2,0 1,3 +07 0,753
Colesterol total (mmol/l) 48 +£0,9 53+1,0 46 + 08 0,027
Colesterol unido a LDL (mmol/l) 26 +07 2,6+ 06 26 +07 0,185
Colesterol unido a HDL (mmol/l) 14+04 1,5+05 1,3+04 0,805
Cociente colesterol unido a LDL/colesterol unido a HDL 2,1 +£08 1,8 £ 0,7 22 +08 0,142
Colesterol no unido a HDL (mmol/l) 3,5+08 3,8+09 33+08 0,150
Potasio (mEq/l) 48 +03 46+ 03 48 +02 0,014
Urea (mmol/l) 75 +18 68 +£1,5 78 £18 0,079
Creatinina en plasma (mmol/l) 82,1 + 16,6 76,8 + 18,5 85,0 + 15,7 0,142
Creatinina en orina (pmol/l) 8,1 +3,6 8,7 + 4,1 78 £34 0,505
Filtrado glomerular (ml/min) 50,3 +£ 19,5 57,1 £ 3,6 49,4 + 20,6 0,625
Fdrmacos antidiabéticos

Metformina 22 (51.2) 0(0,0) 22 (733) < 0,0001

Sulfonilurea 5(11,6) 0(0,0) 5(16,7) < 0,0001

Glinidas 8 (18,6) 0 (0,0) 8(26,7) < 0,0001

Sitagliptina 6 (13,9) 0 (0,0) 6 (20,0) < 0,0001

Insulina 35 (81,4) 11 (84,6) 24 (80,0) 0,428
Antiagregantes plaquetarios 15 (34,9) 3(23,1) 12 (40,0) 0,012
Fdrmacos antihipertensivos

IECA 23 (53,5) 8 (61,5) 15 (50,0) 0,523

ARA-II 28 (65,1) 3(23,1) 25(83,3) < 0,0001

Bloqueadores beta 3(7,0) 1(7,7) 2 (6,7) 0,317

Bloqueadores alfa 8 (18,6) 4 (30,8) 4(133) 0,851

Diuréticos 16 (37.2) 2(15,4) 14 (46,7) 0,002
Fdrmacos hipolipemiantes

Estatinas 33(76,7) 6 (46,2) 27 (90,0) < 0,0001

Ezetimiba 14 (32,6) 1(7,7) 13 (43,3) 0,001

ARA-II: antagonistas de los receptores de la angiotensina II; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; HBA.: glucohemoglobina; HDL: lipoproteinas de
alta densidad; IECA: inhibidores de la enzima de conversién de la angiotensina; LDL: lipoproteinas de baja densidad.
Los valores expresan n (%) o media + desviacién estandar. Valor de p segiin un analisis de la varianza de una via para las variables cuantitativas y segiin prueba de la X para las

variables cualitativas.

caracteristicas basales de los pacientes y las variables de valoracion de
los resultados. Para el analisis de los cambios aparecidos tras el
tratamiento con AAS, se utiliz6 una prueba de la t de Student bilateral
para muestras apareadas con los datos obtenidos antes y después de
la intervencion. Se utilizd un analisis de varianza de una via para
comparar las diferencias existentes en los cambios de las variables de
valoracion en funciéon del tipo de DM. Se tomd como criterio de
valoracion principal el cambio de las MPc después del tratamiento con
AAS. Se consideraron significativos los valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Caracteristicas basales

Las caracteristicas basales de los 43 pacientes diabéticos
incluidos en el estudio (13 con DM1 y 30 con DM2; media de
tiempo de evolucion de la enfermedad, 17 afios) se presentan en la
tabla 2, y en la tabla 1 del material suplementario se recogen las
caracteristicas de los controles. La media de edad de la poblacién
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Figura 2. Diferencias en las microparticulas circulantes anexina V+ basales segiin el tipo de diabetes mellitus. Graficos de caja y bigotes que muestran el nimero de
microparticulas circulantes positivas para el factor tisular (CD142+) de origen plaquetario (CD61+) (A) y de origen monocitario (CD14+) (B) y microparticulas
circulantes de origen endotelial (CD146+) (C) y microparticulas circulantes de células endoteliales activadas (CD146+/CD62E+) (D) antes de la intervencién con
acido acetilsalicilico segtn el tipo de diabetes mellitus. AAS: acido acetilsalicilico; AV: anexina V; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2;
MPc: microparticulas circulantes; PFP: plasma libre de plaquetas. Las lineas del interior de los recuadros corresponden a los valores de mediana, los recuadros
superior e inferior indican los percentiles 25y 75, respectivamente, y las barras superiores e inferiores de fuera de los recuadros corresponden a los percentiles 10 y
90 respectivamente. Valor de p obtenido mediante un andlisis de la varianza del nimero de microparticulas circulantes dependiendo del tipo de diabetes mellitus.

diabética era 55 afios; un 56% eran varones; un 21%, fumadores
activos; un 93% presentaba dislipemia, y un 91% eran hipertensos.
Un 53% de los pacientes estaban en tratamiento con inhibidores de
laenzima de conversion de la angiotensina; un 65%, con antagonistas
del receptor de la angiotensina II; un 7%, con bloqueadores beta; un
19%, con doxazosina; un 37%, con diuréticos; un 77%, con estatinas, y
un 33%, con ezetimiba.

Los pacientes con DM1 tenian una media de 25 + 10 afios de
evolucion de la enfermedad, mientras que con DM2, 13 + 9 afios
(anlisis de la varianza de una via, p = 0,001). En la situacion basal, los
pacientes con DM1 tenian aproximadamente el doble de MPc FT+ de
origen plaquetario y monocitario y MPc CD62E+/- de origen endotelial
que los participantes con DM2 (figura 2), lo cual posiblemente refleje la
exposicion a estrés metabolico durante toda la vida. De hecho, los
valores basales de estas MPc mostraron correlacion positiva con el
tiempo de evolucion de la enfermedad (Spearman, p = 0,371, p = 0,402,
p=0,330yp=0335;p=0,014,p=0,008, p=0,029y p =0,025, para las
MPc FT+ derivadas de plaquetas y monocitos y las MPc CD62E+/- de
origen endotelial respectivamente).

En comparaciéon con los controles, antes del tratamiento con
AAS, los pacientes presentaban mayores concentraciones de todas
las MPc cuantificadas, excepto las MPc de origen eritrocitario
(CD235ab+), CD11b+/AV+ y el conjunto de las cargadas con FT
(CD142+), que mostraron valores similares a las de los controles
(tabla 2 del material suplementario).

Inhibicion de la activacion plaquetaria

Como medida de la eficacia del AAS, se determind la concen-
tracion de tromboxano B, en suero (obtenido en la misma extraccion
de sangre que para los tubos con citrato) antes y después de la
intervenciéon con 100 mg de AAS durante 10 dias. Después del
tratamiento con AAS, la inhibicion de la ciclooxigenasa 1 fue > 99%,
ya que la concentracion basal de tromboxano B; era de alrededor de
18,8 + 2,8 ng/ml y, después de la intervencion, 0,26 + 0,19 ng/ml, lo
cual indica ausencia de seudorresistencia al AAS y que el cumplimiento
de la intervencion fue excelente.
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Tabla 3
Cambios en las microparticulas circulantes después de la intervencién con acido acetilsalicilico segin el tipo de diabetes mellitus
Cambios en MPc AV+ (MPc/j.l PFP) p
DM1 (n = 13), DM2 (n = 30),
media (IC95%) media (IC95%)
Total -16,05 (-90,856, 58,75) -23,78 (62,3, 14,73) 0,835
MPc derivadas de plaquetas
CD61+ -23,89 (-88,486-40,7) -3,26 (-31,003-24,48) 0,468
CD61+/CD142+ -4,27 (-28,047-19,51) 1,31 (-5,142-7,76) 0,524
PAC-1+ 3,76 (-2,185-9,7) 5 (-3,519-8,52) 0,797
CD62P+ 8,24 (-9,364-25,84) -2,21 (-11,494-7,08) 0,239
PAC-1+/CD62P+ 1,17 (-3,956-6,29) 1,21 (-3,273-5,69) 0,991
MPc de origen endotelial
CD146+ 2,71 (-1,267-6,69) 0,58 (-3,533-4,69) 0,533
CDG2E+ 1,17 (-3,956-6,29) 1,21 (-3,273-5,69) 0,991
CD146+/CD62E+ 2,32 (-1,072-5,71) -0,34 (-4,237-3,56) 0,416
MPc derivadas de eritrocitos
CD235ab+ -18,55 (44,949 a -7,84) -11,76 (-26,327 a -2,8) 0,619
MPc derivadas de leucocitos
CD45+ -31,67 (-96,685-33,35) -3,18 (-21,002-14,64) 0,232
CD3+/CD45+ 0,58 (~12,509-13,67) -6,11 (-18,22-6) 0,513
CD14+ -11,42 (22,922 a -0,08)’ -7,73 (-15,673 a -0,21)" 0,597
CD14+/CD11b+ -4,8 (-14,237 a -4,63) -6,06 (-13,09 a -0,97)" 0,836
CD14+/CD142+ -11,41 (-24,775 a -1,95)° -5,09 (-10,752 a -0,57)" 0,284
CD45+/CD3-/CD14- -42,27 (-123,805-39,26) 6,36 (~12,304-25,03) 0,081
CD11b+ -2,31 (-24,248-19,64) -6,45 (-21,813-8,91) 0,758
CD142+ -2,32 (-39,311-34,67) 2,37 (-9,276-14,02) 0,739
MPc derivadas de células de miisculo liso
SMA-a+ -1,79 (-5,353 a -1,77) -4,16 (-8,333 a -0,81)' 0,463
CD142+/SMA-a+ -0,35 (-1,698 a -0,1)' -1,96 (-3,64 a -0,27) 0,225

AV: anexina V; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2; IC95%: intervalo de confianza del 95%; MPc: microparticulas circulantes; PFP: plasma libre de

plaquetas; SMA: actina de musculo liso.

Los marcadores utilizados fueron CD61 para las plaquetas, CD146 para las células endoteliales, CD235ab para los eritrocitos, CD45 para el total de leucocitos, CD3 para los
linfocitos y CD14 para los monocitos como origen de los agranulocitos. La subpoblacion de granulocitos se infiri6 restando la subpoblacién de agranulocitos de la fraccién de
leucocitos, y se utilizo la actina de masculo liso-a para las células de musculo liso. Los demas CD se utilizaron como biomarcadores de la activacion celular (véase la tabla 1).

" p < 0,05 para la comparacién antes-después de la intervencién (prueba de la t de Student para muestras apareadas). Valor de p obtenido mediante un analisis de la
varianza de una via para los cambios de las microparticulas circulantes tras la intervencién de acido acetilsalicilico, segiin el tipo de diabetes mellitus.

Cambios inducidos por el acido acetilsalicilico en las micro-
particulas circulantes

Los efectos generales del AAS fueron similares en ambos tipos
de DM (tabla 3). En consecuencia, los cambios observados en la
liberacion de microparticulas tras la intervencion con AAS se
expresaron teniendo en cuenta conjuntamente ambos tipos de DM.

Tal como se muestra en la figura 3, al cabo de 10 dias de
administracion de AAS, las MPc de origen eritrocitario (CD235a+/
AV+) disminuyeron en un ~17%. Las MPc derivadas de monocitos
disminuyeron en un ~22% (CD14+/AV+) y las MPc procedentes de
monocitos activos se redujeron también (un ~22 las MPc CD11b+/
CD14+/AV+ y un 29% las MPc CD142+/CD14+/AV+). Ademas, las
MPc derivadas de células de misculo liso se redujeron en un ~52%
(actina de musculo liso-a+/AV+) y las MPc derivadas de células de
miusculo liso que expresaban el FT (CD142+/actina de musculo liso-
a+/AV+) disminuyeron también en un ~54%.

Por otra parte, las concentraciones de MPc CD11b+/CD14+/
AV+, actina de masculo liso-a+/AV+y CD142+/actina de masculo
liso-a+/AV+ alcanzaron después de la intervencion con AAS
valores similares a las de los controles no diabéticos con riesgo CV
elevado.

Las concentraciones plasmaticas del total de MPc (AV+)
y de MPc derivadas de plaquetas (CD61+/AV+), células endote-
liales (CD146+/AV+), linfocitos (CD3+/AV+) y granulocitos

(CD45+/CD3-/CD14-/AV+) no se modificaron con el tratamiento
con AAS. La intervencion con AAS no influyd en las concen-
traciones de MPc originadas en las plaquetas activadas, las
células endoteliales, los linfocitos y los granulocitos.

DISCUSION

Las MPc son capaces de unirse a las células circulantes o al
endotelio y participar en la comunicacion intercelular a través de
una amplia variedad de modos de transmitir informaciéon sobre
inflamaciéon y activacidon celular, supervivencia y apoptosis
celulares, funcion endotelial, remodelado vascular y angiogénesis,
con lo que aceleran la progresion de la ECV. En consecuencia, las
estrategias para reducir las MPc pueden retardar las complicacio-
nes CV.

El AAS se administra para la prevencion primaria y secundaria
de la ECV en los pacientes diabéticos. Mientras que la prevencion
secundaria con dosis bajas de AAS parece demostrada®*?°, la
relaciéon beneficio-riesgo de la administracion de AAS para la
prevenciéon primaria de la ECV en estos pacientes continia en
controversia® %2528 teniendo en cuenta sus efectos colaterales, en
especial la hemorragia digestiva alta.

Los resultados principales de este estudio son que un
tratamiento con AAS 100 mg/dia reduce la liberaciéon y la
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Figura 3. Diferencias expresadas en porcentaje de disminucion de las
microparticulas circulantes anexina V+ antes y después de la intervencion
con acido acetilsalicilico. A: CD61+. B: CD235a+. C: CD14+. D: CD14+/CD11b+.
E: CD14+/CD142+.F: actina alfade misculo liso+. G: actina alfa de musculo liso+/
CD142+. Se utilizo el CD61 como biomarcador de las plaquetas, el CD235a para
los eritrocitos, el CD14 para los monocitos y la actina alfa de mdsculo liso para las
microparticulas originadas en células de misculo liso. Se utilizaron el CD142
(factor tisular) y el CD11b (integrina «M) como biomarcadores de activacion
celular. AV: anexina V; CML: célula de mdsculo liso; MPc: microparticulas
circulantes; FT: factor tisular. *p < 0,05 para la comparacién antes-después de la
intervencion (prueba de la t de Student para muestras apareadas).

activacién de microparticulas derivadas de eritrocitos, monocitos y
células de misculo liso en los pacientes diabéticos que atin no han
presentado un evento vascular. Que se sepa, esta es la primera vez
que se ha investigado la liberacion de microparticulas por diversos
tipos de células del compartimento vascular después de un
tratamiento con AAS en pacientes diabéticos.

El AAS no redujo el nimero de microparticulas de origen
plaquetario ni la liberacion de microparticulas de plaquetas
activadas en los diabéticos, lo cual concuerda con otros datos
presentados anteriormente que indican que en la DM2 la toma de
AAS no tiene efecto alguno en las MPc derivadas de las plaquetas?®.
Esta ausencia de efecto en la liberacion de microparticulas de origen
plaquetario se ha observado también en voluntarios sanos>°, en los
que la administracion de 100 mg de AAS durante 7 dias no produjo
diferencia alguna en el nimero de MPc de origen plaquetario
detectadas. No hubo diferencias en las MPc de origen endotelial ni en
las MPc FT+ o las MPc AV+ entre los voluntarios sanos tratados con
AAS y los tratados con placebo. Esto se ha observado también en un
estudio de casos y controles llevado a cabo en pacientes diabéticos'”,
en el que los pacientes que recibieron el tratamiento con AAS no
mostraron diferencias significativas en cuanto al nimero de MPc
derivadas de plaquetas en comparacion con los pacientes que no lo
recibieron. Un estudio de la enfermedad coronaria estable también
mostro que el AAS no modifica las concentraciones de MPc de origen
plaquetario en estos pacientes®’.

En el presente estudio se observo que las MPc FT+ derivadas de
monocitos y células de masculo liso se reducen tras el tratamiento
con AAS. Las microparticulas derivadas de las células promueven la
formacién del trombo in vivo de modo dependiente del FT®2, y se
ha sefalado que las altas concentraciones de MPc FT+ en los
pacientes diabéticos intervienen en la sefializacion transcelular o
en procesos angiogénicos distintos de la funciéon procoagulante
clasica de las microparticulas FT+ estudiados anteriormente'?,
Ademas, las microparticulas FT+ derivadas de los monocitos
constituyen el segundo conjunto mas grande de microparticulas
trombogénicas, después de las derivadas de las plaquetas>.
También se observdé una disminucién de la liberacion de
microparticulas derivadas de los monocitos (CD11b+/CD14+/
AV+) después de los 10 dias de tratamiento con AAS. Tiene interés

seflalar que se observaron altas concentraciones de MPc derivadas
de monocitos activados en los pacientes con DM2 en comparacion
con los controles?'. Anteriormente se ha observado una relacién
entre las MPc CD11b+ y el nivel de riesgo CV y la carga de placa
aterosclerética de sujetos con diferentes grados de carga de ECV>4,

Ademas, en este estudio se observo que en el momento de la
inclusion los pacientes con DM1 tenian un niimero de MPc FT+ de
origen plaquetario y monocitario y de MPc CD62E+/- de origen
endotelial aproximadamente el doble que los pacientes con DM2,
lo cual podria atribuirse a la exposicion al estrés metabdlico
durante toda la vida de los pacientes con DM1. Estos resultados
concuerdan con los de Sabatier et al'’, que observaron que los
pacientes con DM1 tenian un nimero significativamente superior
de microparticulas derivadas de las plaquetas y de origen
endotelial, y demostraron que los pacientes con DM1 y DM2
mostraban perfiles de microparticulas diferenciados. No obstante,
el 90% de los pacientes con DM2 estaban en tratamiento con
estatinas, y ello podria haber contribuido a producir esa menor
cantidad de microparticulas observada.

Limitaciones

El estudio no estd exento de limitaciones. Los pacientes
diabéticos suelen estar polimedicados (tabla 1). La medicacién
concomitante puede influir en la liberacion de microparticulas,
pero esta cuestion se resuelve en parte con el disefio del estudio, ya
que se cuantificaron las MPc antes y después de la intervencion de
10 dias en cada paciente, por lo que la medicacion concomitante no
se modific6. No fue posible obtener datos sobre los efectos del AAS
en los controles (pacientes con un riesgo CV alto pero sin DM ni
ECV), ya que la intervencion de 10 dias de AAS no estaba justificada
segln el criterio del comité de ética del centro. Las guias actuales
no especifican un umbral de riesgo CV a partir del cual deba usarse
sistematicamente AAS en los pacientes diabéticos para la
prevencion de la ECV. Aunque la poblacion estudiada era de
pacientes diabéticos de la practica clinica real, tratados segdn lo
indicado en las guias, sin signos de enfermedad aterosclerotica y
que acudian a una clinica del metabolismo, es posible que no sea
representativa de la poblacion diabética total con riesgo de ECV
elevado.

CONCLUSIONES

Una intervencion de 10 dias con AAS en la prevencién primaria
de pacientes diabéticos (tratados segin las guias) no influye en la
liberacion de microparticulas derivadas de las plaquetas. Tiene
interés sefialar que las células que muestran una reduccion de la
liberacion de microparticulas y, por lo tanto, una atenuacion de la
activacion, son células de masculo liso y células inmunitarias. Estos
tipos de células mostraron una reduccién significativa de la
liberacion de microparticulas portadoras de epitopos de activacion
celular.

En resumen, los resultados obtenidos indican que: a) los
pacientes con DM1 y DM2 tienen perfiles de liberacion de
microparticulas distintos, lo cual refleja un estrés mas continuo
en los pacientes con DM1; b) el tratamiento con AAS inhibe la
activacién de las células de la pared vascular y la liberacién de
microparticulas, y ¢) los efectos del AAS son similares en la DM1 y
la DM2.
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