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RESUMEN

Introduccion y objetivos: Las microparticulas son marcadores de la activacion celular y la apoptosis y
podrian aportar una informacién muy valiosa e inasequible con los datos clinicos. En este estudio se evalGia
la relacion clinica y bioldgica entre las microparticulas de pequefio tamario presentes en diferentes formas
de la insuficiencia cardiaca sistdlica isquémica y los marcadores de la inflamacion y la reparacion.
Meétodos: Se compararon 49 pacientes con insuficiencia cardiaca aguda, 39 con insuficiencia cardiaca
estable y 25 pacientes con enfermedad coronaria estable. Se cuantificaron las microparticulas de
pequeiio tamafio mediante citometria de flujo de alta resolucién. Se analizaron también tres
subpoblaciones monocitarias diferentes y su expresion de receptores barredores de la inflamacién y
la adhesion empleando un citdmetro de flujo convencional.

Resultados: El recuento de microparticulas CD144+ de origen endotelial mostré reduccion en los grupos
con insuficiencia cardiaca (p = 0,008). Se observo que el recuento de microparticulas unidas a anexina V
aumentaban en la insuficiencia cardiaca (p=0,024) y en los pacientes con peor clase funcional
(p=0,013). El recuento de microparticulas CD42b+ de origen plaquetario presentaron una correlaciéon
positiva con la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (p = 0,006), y los de microparticulas unidas a
anexina V presentaron correlacién positiva con la concentracion de interleucina 6 en la insuficiencia
cardiaca estable (p =0,034). En el estado agudo, el recuento de microparticulas unidas a anexina V
mostro intensa correlacion con la expresion del receptor toll-like-4 en todos los subgrupos de monocitos
(p < 0,01 en todos los casos). Tres meses después del ingreso por insuficiencia cardiaca aguda, el
recuento de microparticulas unidas a anexina V tenia correlacién positiva con los receptores de
interleucina 6, CD163 y CD204 (p < 0,05 en todos los casos).

Conclusiones: El recuento de microparticulas unidas a anexina V es una valiosa caracteristica distintiva
del estado agudo descompensado en la insuficiencia cardiaca sistolica. La relacion observada entre las
microparticulas de pequefio tamafio unidas a anexina V y los receptores barredores respalda su
intervencion en la progresion de la respuesta aguda a la lesion y, por lo tanto, su contribucién en la
patogenia de la insuficiencia cardiaca aguda descompensada.

© 2014 Sociedad Espaiiola de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Small-size Microparticles as Indicators of Acute Decompensated State in Ischemic
Heart Failure

ABSTRACT

Introduction and objectives: Microparticles are markers for cell activation and apoptosis and could
provide valuable information that is not available from clinical data. This study assesses the clinical and
biological relationship of small-sized microparticles in different forms of ischemic systolic heart failure
and their relation to markers of inflammation and repair.

Methods: We compared 49 patients with acute heart failure, 39 with stable heart failure and 25 patients
with stable coronary artery disease. Small-size microparticles counts were determined by high-
resolution flow cytometry. Moreover, 3 different monocyte subpopulations and their expression of
inflammatory and adhesive scavenger receptors were analyzed using a conventional flow cytometer.
Results: Endothelial CD144+ microparticle counts were decreased in heart failure groups (P =.008).
Annexin V-binding microparticle counts were found increased in heart failure (P =.024) and in patients
with lower functional class (P =.013). Platelet CD42b+ microparticle counts positively correlated with
left ventricular ejection fraction (P = .006), and annexin V-binding microparticle counts with interleukin-6
levels in stable heart failure (P = .034). Annexin V-binding microparticle counts in the acute status strongly
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correlated with Toll-like receptor-4 expression on all monocyte subsets (all P <.01). Three months
after admission with acute heart failure, annexin V-binding microparticle counts were positively correlated
with receptors for interleukin-6, CD163 and CD204 (all P < .05).

Conclusions: Annexin V-binding microparticle counts constitute valuable hallmarks of acute decompensated
state in systolic heart failure. The observed relationship between small-size annexin V-binding
microparticles and scavenger receptors supports their involvement in the progression of the acute
response to injury, and thus their contribution to the pathogenesis of acute decompensated heart failure.

Full English text available from: www.revespcardiol.org/en
© 2014 Sociedad Espafiola de Cardiologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Abreviaturas

EC: enfermedad coronaria

ICA: insuficiencia cardiaca aguda

ICE: insuficiencia cardiaca estable

SAMP: microparticulas de pequefio tamafio unidas
a anexina V

sEMP: microparticulas de pequefio tamaifio de origen
endotelial

sPMP: microparticulas de pequefio tamafio de origen
plaquetario

INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca (IC) sistolica sigue siendo un trastorno
debilitante y que pone en peligro la vida de los pacientes pese a los
considerables logros en su tratamiento'?. Hay miltiples vias
importantes que conducen a alteraciones protromboéticas y
proaterdgenas y a una lesion endotelial, que convergen en el
corazon isquémico o hipertenso, y los procesos moleculares que se
producen constituyen una compleja red de vias en interaccién®.

Las microparticulas son valiosos marcadores de la activacion
celular y la apoptosis®. En un estudio previo se ha descrito que el
recuento de microparticulas de origen endotelial predice de
manera fiable futuros eventos cardiovasculares en pacientes con
IC, lo cual indica que las microparticulas podrian intervenir en la
patogenia de varios trastornos cardiovasculares aparte de las
complicaciones aterotrombdticas®. Ademas, las microparticulas
circulantes estan aumentadas en los individuos con factores de
riesgo cardiovascular y enfermedad coronaria (EC)%7; reciente-
mente se han relacionado con indices de lesion y reparacion en los
pacientes con sindrome coronario agudo y con predictores
independientes de futura IC en pacientes con infarto de miocardio
sin elevacién del segmento ST®. Ademas, no esta claro el papel de
los monocitos en los trastornos isquémicos. Estas funciones
incluyen la respuesta inflamatoria, la regulacion del estado
trombogénico (p. €j., a través de la expresion de factores tisulares
y la modulacién de la fibrinolisis), pero también propiedades
beneficiosas relacionadas con la eliminacion de sustancias sobran-
tes/peligrosas, la angiogénesis y la reparaciéon®!°. Teniendo en
cuenta las interrelaciones entre la disfuncion vascular, la inflama-
ci6n o la apoptosis y la funcion cardiaca, es concebible que las
microparticulas pudieran ser un marcador diagndstico relacionado
con la fisiopatologia de la cardiopatia aguda''.

El objetivo del presente estudio era investigar la relevancia de
las microparticulas en la IC mediante un abordaje que permitiera la
discriminacion y cuantificacion de una amplia variedad de
microparticulas de un tamafio de microesferas polistireno > 0,1
wm (p. ej., las microparticulas de «pequefio tamafio»)'?. Este
tamafio corresponde a la definicion aceptada para las microparti-
culas'®. La hipétesis era que la generacién y el origen de las
microparticulas de pequefio tamafio estan relacionados con
mecanismos patologicos diferenciados que se evaltan mediante

indices de activacion monocitaria y, en Gltima instancia, con el
dafio y la gravedad de la enfermedad. En consecuencia, se exa-
miné la relacion de la concentracion de microparticulas de
pequefio tamafio circulantes en pacientes con IC aguda (ICA) o
estable (ICE) de origen isquémico, comparandolos con pacientes de
«control de la enfermedad» que tenian EC estable y funcion
ventricular izquierda preservada. Ademas, investigamos las
relaciones de las cifras de microparticulas de pequefio tamafo
con la expresion de receptores barredores en los monocitos como
marcadores de inflamacién y reparacion, con objeto de obtener una
perspectiva respecto al estado fisiopatologico de la enfermedad.

METODOS
Poblacion en estudio

En el siguiente estudio prospectivo, se reclutd consecutiva-
mente a 49 pacientes con ICA y 39 con ICE. El grupo de ICA (todos
los pacientes en clase funcional de la New York Heart Association
[NYHA] IV) se definié segiin la guia de la European Society of
Cardiology como el inicio/progresion rapidos de signos y sintomas
de IC de manera secundaria a una funcion cardiaca anormal, con
necesidad de ingreso hospitalario'®. Se reclutd a los pacientes
con ICE (NYHA I-III) en clinicas ambulatorias; presentaban IC
cronica sin deterioro de su estado clinico. Todos los pacientes con
IC tenian fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI)
< 40% en la determinacion por ecocardiografia o ventriculografia
izquierda. Con objeto de evaluar la repercusion de la IC, se reclutd
solo a pacientes con EC subyacente como etiologia de la IC. Se
excluyo a los pacientes con sindrome coronario agudo (dolor
toracico con alteraciones de la onda ST/T en el electrocardiogra-
ma =+ troponina positiva). El tiempo transcurrido entre el Gltimo
episodio agudo y la hospitalizacion fue > 6 meses.

Esto debia permitir la realizaciébn de comparaciones con un
adecuado grupo de control con EC (n=25), funciéon ventricular
preservada y sin IC, pero con un patrén similar de comorbilidades,
factores de riesgo (como diabetes o hipertension) y medicacion de
base. Los «controles con enfermedad» que tenian una EC estable se
definieron por infarto de miocardio mas de 6 meses antes y/o una
estenosis > 50% documentada angiograficamente en al menos
una arteria coronaria y FEVI > 55%. En todos los grupos de estudio,
los criterios de exclusion incluyeron los factores que podian afectar
al recuento de microparticulas de pequefio tamafio y al fenotipo
monocitario (trastornos infecciosos e inflamatorios, cancer,
creatinina > 200 pmol/l, corticoides y terapia hormonal sustitu-
tiva), la fibrilacion auricular y la valvulopatia moderada o grave.

Muestras de sangre y momentos de obtencion

Para los andlisis de laboratorio, se extrajeron muestras de
sangre venosa periférica sin estar en ayunas de todos los
participantes y se analizaron mediante citometria de flujo en un
plazo de 60 min, para la evaluacién de las caracteristicas de los
monocitos (sangre total en fresco). Se congelaron y conservaron
muestras de plasma con deplecién de plaquetas para un posterior
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analisis por lotes de las citocinas y las microparticulas de pequefio
tamafio (véase la informacion detallada mas adelante).

Para evaluar la dinamica de las microparticulas de pequefio
tamafio y de los pardmetros monocitarios en la ICA a lo largo del
tiempo, se analizaron muestras de sangre en los siguientes
momentos de valoracion: a) durante las primeras 24 h después
del ingreso; b) el dia de alta hospitalaria, y ¢) 3 meses después de la
hospitalizacion. De una parte de los pacientes (n = 14) no se obtuvo
seguimiento completo debido a abandono del estudio (n=3) o
muerte (n=11). El estudio se llevd a cabo cumpliendo las
directrices de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el
Comité Etico de Investigacion de Warwickshire. Todos los
participantes dieron su consentimiento informado por escrito.

Analisis de laboratorio
Andlisis de microparticulas de pequerio tamario

Se obtuvo plasma citrado tras 15 min de centrifugacion a 2.800 g
y temperaturaambiente. Se congelaron muestras alicuotas de plasma
a-70 °C para un posterior analisis por lotes de las microparticulas de
pequeiio tamarfio/matriz de clasificacion celular activada por
fluorescencia y se sometieron a un Unico ciclo de congelacion-
descongelacion. La metodologia para el andlisis de las microparti-
culas de pequefio tamafio y los controles apropiados se han descrito
en publicaciones previas®'>'5, Las microparticulas de pequefio
tamafio de origen plaquetario (sPMP) CD42b+, las microparticulas de
pequefio tamafio de origen endotelial (SEMP) CD144+ y las
microparticulas de pequefio tamafio unidas a anexina V (sAMP) se
cuantificaron automaticamente con el método volumétrico utili-
zando un citometro de flujo (Apogee Flow Systems; Hertfordshire,
Reino Unido). Los coeficientes de variacion intraanalitica e intera-
nalitica fueron < 5%. Los limites de deteccion fueron < 100 sMP/pul
para las sSPMP y las SEMP y < 500 sMP/ .l para las SAMP.

Andlisis de la activacion monocitaria

Se llevo a cabo un andlisis de citometria de flujo para distintos
subgrupos de monocitos empleando el citobmetro de flujo Calibur
de clasificacion de células activadas por fluorescencia (Becton
Dickinson; Oxford, Reino Unido). Se definieron los subgrupos de
monocitos como CD14"™CD16°CCR2" (Monl, «clasicos»),
CD14™"CD16"CCR2" (Mon2, «intermedios»), y CD14"CD16"*CCR2"~
(Mon3, no clasicos) mediante los controles de isotipos adecuados y
ateniéndose al consenso actual'®!’. Los anticuerpos anti-CD14,
anti-CD16 y anti-CCR2 se mezclaron con 50 .l de sangre con EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) y anticuerpos conjugados con
ficoeritrina (todos ellos de R&D Systems; Abingdon, Reino Unido)
dirigidos contra el receptor toll-like-4, CXCR4, el receptor de factor
de crecimiento endotelial vascular 1 o CD34 (Becton Dickinson), y
anticuerpos conjugados con aloficocianina dirigidos contra el
receptor de interleucina (IL) 6, CD204, CD163 o el receptor de
molécula de adhesion celular vascular 1. La expresion de los
marcadores de superficie se cuantifico mediante la intensidad de
fluorescencia media'®.

Andlisis de matriz para clasificacion de células activadas
por fluorescencia

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de diversas
interleucinas (IL-6, IL-10, IL-13) y proteina quimiotactica monoci-
taria-1 mediante la tecnologia de matrices de microesferas de
citometria con kit de reactivos comerciales (todos ellos de BD
Biosciences; Oxford, Reino Unido), segiin las recomendaciones del
fabricante!®. Los limites de deteccién de las IL y proteina quimio-
tactica monocitaria-1 fueron < 0,1 y < 5 ng/ml; los coeficientes de

variacion intraanalitica e interanalitica de todos los andlisis
fueron < 8%. Se utiliz6 el citdbmetro de flujo Calibur de clasificacion
de células activadas por fluorescencia para la obtencion de datos, y el
analisis de estos se realiz6 con el programa de analisis de citometria
de flujo Array v2.0.2 (Burnsville, Minnesota, Estados Unidos).

Analisis hematologicos y bioquimicos

El analisis hematoldgico se realizé en nuestro departamento
con un analizador automatico ADVIA™ 120 (Bayer, Alemania),
aplicando técnicas estandares. Todos los analisis se realizaron tras
la extraccion de las muestras de sangre.

Analisis estadistico

Los datos se expresan como media + desviacion estandar cuando
se trata de datos con distribucién normal o como mediana [intervalo
intercuartilico] para los datos con distribucién no normal. Los datos
transversales se sometieron a analisis de la varianza de una via y los
datos longitudinales, con ANOVA para medidas repetidas (ajuste de
intervalo de confianza de Sidak). Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis o
la prueba de Friedman para los datos con distribuciéon no normal. Se
aplico una prueba de Tukey post-hoc para evaluar las diferencias entre
los grupos cuando ello era apropiado. Se aplicd una transformacion
logaritmica de las variables de distribucion no normal cuando fue
posible, antes del analisis post-hoc de ANOVA. Se utiliz6 la prueba
de Mann-Whitney para comparar los recuentos de microparticulas
de pequefio tamafio de los pacientes con EC estable con los valores de
3 meses de los pacientes con ICA. Las correlaciones entre los parametros
de estudio al ingreso por IC se evaluaron con el método de Pearson (para
los pardmetros de distribucién normal) o el de Spearman (para los
parametros con distribucion no normal). Se realizd un andlisis
multivariable mediante regresion lineal para identificar los factores
asociados a las cifras de SAMP en los pacientes con disnea grave. Las
variables con p < 0,15 en el analisis univariable se incluyeron en el
modelo de regresion multivariable. El nivel de significacion se establecid
enp < 0,05y unvalor dmnibus de p < 0,017 (para las pruebas de Mann-
Whitney y de Wilcoxon). Se utilizd el programa SPSS 18.0 para los
analisis estadisticos (SPSS, Inc.; Chicago, Illinois, Estados Unidos).

RESULTADOS
Caracteristicas clinicas de los pacientes

Los grupos de estudio eran comparables en cuanto a edad, sexo,
origen étnico, presion arterial, indice de masa corporal, hiperten-
sion, diabetes mellitus y tabaquismo (tabla 1). El uso de
bloqueadores beta fue menos frecuente en los pacientes ingresados
por ICA (p < 0,001), pero no se observaron diferencias en los demas
tratamientos prescritos (p 6mnibus > 0,017).

Los parametros hematologicos en los pacientes agudos en el
momento del ingreso fueron superiores a los del grupo de control
o de ICE (tabla 1), excepto por lo que respecta a las concentraciones
de hemoglobina (p < 0,001). Los pacientes con EC clinicamente
estable y con ICE presentaron un valor inferior del cociente de
neutrofilos/linfocitos (p <0,001) y del recuento leucocitario
(p=0,001). Tan solo el recuento de plaquetas y el volumen
plaquetario medio se mantuvieron inalterados con independencia
del grupo de pacientes y del tratamiento prescrito.

En el presente estudio, los titulos de IL-6 y péptido natriurético
cerebral-1 de los pacientes con ICA fueron significativamente
superiores a los de los pacientes con EC o ICE (p=0,001). La
proteina quimiotactica de macréfagos-1 estaba aumentada tanto
en los pacientes con ICA (p = 0,012) como en los pacientes con ICE
(p=0,003) en comparacion con los pacientes con EC, aunque no
hubo diferencias significativas entre los dos subgrupos de la
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Tabla 1
Caracteristicas basales de las poblaciones estudiadas
ICA (n=49) ICE (n=39) EC estable p (ANOVA o p (ICA p (ICE p (ICA
(n=25) Kruskal-Wallis) frente a EC) frente a EC) frente a ICE)
Edad (afios) 66+12 70+8 66+7 0,12
Varones (%) 36 (72) 32 (82) 19 (76) 0,55
Origen étnico (% de caucasicos) 44 (88) 34 (88) 20 (80) 0,62
Presion arterial sist6lica (mmHg) 137,9+27,5 124,6+£24,3 127,3+15,8 0,15
Presion arterial diastélica (mmHg) 79,6+16,9 73,8+£11,2 71,54+10,7 0,18
Indice de masa corporal 284+38 28,1+£4,6 27,5+3,4 0,91
Hipertension (%) 29 (58) 18 (46) 14 (56) 0,56
Diabetes mellitus (%) 20 (40) 8 (21) 5(20) 0,08
Tabaquismo (%) 25 (50) 22 (56) 9 (36) 0,35
Hemoglobina 122419 139+1,7 139+1,6 <0,001 0,001 0,98 0,002
Leucocitos (]03/ul) 8,0+25 6,8+1,5 59+08 0,001 0,02 0,21 < 0,001
Cociente neutro6filos/linfocitos 6,1+4,1 3,0+1,80 2,4+413 < 0,001 < 0,001 0,77 < 0,001
Recuento de plaquetas (103/pJ) 254,5+91,7 22794516 233,1+62,9 0,31
Media de volumen 7,8+09 7,8+038 - 0,95
plaquetario (fl)
FEVI (%) 25,0 [22,5-40,0] 34,5 [21,0-35,0] 55,0 [55,0-62,5] < 0,001 < 0,001 < 0,001 0,98
NYHA I 0 (0) 12 (31) -
NYHA II 0(0) 23 (59) -
NYHA 11 0(0) 4(10) -
NYHA IV 49 (100) 0(0) -
Muerte durante la 2(4) — -
hospitalizacion (%)
Muerte después del alta (%) 9(18) — —
Angina (%) 18 (36) 6 (15) 13 (52) 0,004 0,28 0,004 0,07
Infarto de miocardio previo (%) 28 (56) 27 (69) 12 (48) 0,27
Intervencion percutanea 6(12) 10 (26) 15 (60) < 0,001 < 0,001 0,002 0,27
previa (%)
Bypass arterial coronario 7 (14) 8 (21) 10 (40) 0,025 0,02 0,12 0,73
previo (%)
Accidente cerebrovascular 5(10) 7 (18) 3(12) 0,55
previo (%)
Enfermedad pulmonar 7 (14) 2 (5) 1(4) 0,23
obstructiva crénica previa (%)
Creatinina (pmol/l) 131,7+442 104,1 +24,4 869+174 < 0,001 < 0,001 0,12 0,001
Acido acetilsalicilico (%) 36 (72) 31 (80) 22 (88) 0,15
Tienopiridinas (%) 20 (40) 10 (26) 11 (44) 0,21
Estatinas (%) 42 (84) 33 (85) 22 (88) 0,66
IECA (%) 39 (78) 33 (85) 17 (68) 0,30
Tiacida (%) 3 (6) 3(8) 5 (20) 0,12
Bloqueador beta (%) 19 (38) 29 (75) 19 (76) < 0,001 0,001 091 0,001
Antagonista del calcio (%) 9 (18) 3(8) 8 (32) 0,034 0,23 0,026 0,41
Diurético de asa (%) 49 (100) 33 (85) - 0,019 — — 0,019
Warfarina (%) 9 (18) 13 (33) 4 (16) 0,25
Péptido natriurético cerebral-1 547 [239-1.334] 71,0 [34-256] — < 0,001 - - < 0,001
(pg/ml)
Interleucina 6 (ng/ml) 9,0 [5,8-17,1] 3,0 [1,5-4,6] 3,1[1,9-5/4] < 0,001 < 0,001 0,70 < 0,001
Interleucina 1 (ng/ml) - - 0,6 [0,2-0,8] - — — —
Interleucina 10 (ng/ml) — — 1,1 [0,0-1,5] — — — —
Proteina quimiotactica 95,7 +64,8 132,9+89,9 64,8 +48,9 0,003 0,012 0,003 0,65
monocitaria-1 (ng/ml)
SPMP (10%/pl) 13,0 [2,8-42,9] 9,9 [3,2-22,7] 15,2 [5,3-35,6] 0,011 0,14 0,026 0,58
SEMP (10%/pl) 5,9 [2,1-13,0] 3,2 [1,1-10,7] 15,0 [3,6-35,9] 0,008 0,062 0,004 0,056
SAMP (103/ul) 82,7 [54,6-123,2] 64,0 [53,0-80,1] 50,6 [32,0-78,4] 0,024 0,017 0,09 0,11

ANOVA: anadlisis de la varianza; EC: enfermedad coronaria; FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; ICA: insuficiencia cardiaca aguda; ICE: insuficiencia cardiaca
estable; IECA: inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina; NYHA: New York Heart Association; SAMP: microparticulas de pequefio tamafio unidas a anexina V;
sEMP: microparticulas de pequefio tamaio de origen endotelial; sSPMP: microparticulas de pequefio tamaiio de origen plaquetario.

Los datos expresan n (%), media + desviacién estandar o mediana [intervalo intercuartilico] para las variables de distribucién normal o no normal.

Las comparaciones de datos apareados (prueba de Tukey post-hoc o prueba de Mann-Whitney) fueron significativas con p 6mnibus < 0,017.
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Figura 1. Recuentos de microparticulas de pequefio tamafio (10*> sMP/ul) en plasma con deplecién de plaquetas en el estudio transversal. Comparacién de los
recuentos de microparticulas de pequefio tamaiio en pacientes con enfermedad arterial coronaria estable (n = 25) frente a pacientes con insuficiencia cardiaca
aguda durante las primeras 24 h siguientes al ingreso (dia 1, n = 49) y pacientes con insuficiencia cardiaca estable (n = 39) (pruebas de Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis). A: sMP de plaquetas CD42b+. B: sMP endoteliales CD144+. C: sMP de union a anexina V+. EC: enfermedad coronaria; ICA: insuficiencia cardiaca aguda; ICE:
insuficiencia cardiaca estable; sSAMP: microparticulas de pequefio tamaiio unidas a anexina V; sEMP: microparticulas de pequeiio tamaiio de origen endotelial;
sPMP: microparticulas de pequefio tamafio de origen plaquetario. Las lineas paralelas indican la mediana [intervalo intercuartilico].

enfermedad (tabla 1). Los valores de creatinina fueron mas altos en
laICAqueenlaICEylaEC(p < 0,001y p =0,001 respectivamente).
Se realiz6 un seguimiento del estado clinico de los pacientes con
ICA al ingreso (el 100% en NYHA 1V) 3 meses después de la
descompensacion aguda: el 6% en NYHA, el 30% en NYHA 11, el 24%
en NYHA III y el 12% en NYHA IV. Se realiz6 también un
seguimiento de las citocinas de fase aguda y los parametros
hematoldgicos (datos no presentados).

Recuentos de microparticulas de pequefio tamaiio circulantes
en los estudios transversales y longitudinales

En el momento basal de la ICA, los recuentos de microparticulas
de pequeiio tamaifio no fueron significativamente diferentes de
los del grupo de ICE (figura 1). Los pacientes con ICE presentaron
cifras de sEMP inferiores a las del grupo de EC (p =0,004); las
diferencias en los recuentos de sPMP (p=0,026) no fueron
significativas aplicando el valor de p 6mnibus (figura 1). Los

A B

pacientes con ICA al ingreso presentaron un recuento de sAMP
significativamente superior (p = 0,017).

Como se muestra en la figura 2, no hubo cambios significativos en
los valores de SPMP en los 3 meses de descompensacion aguda de la
IC (p=0,048), si bien los titulos de sEMP aumentaron significati-
vamente en los 3 meses (p =0,014). No se observaron diferencias
entre las microparticulas de pequefio tamarfio de diferentes origenes
en los pacientes con ICA y con EC 3 meses después del ingreso
(figura 2). En un estudio transversal de comparacion de los pacientes
con ICE y con ICA 3 meses después del ingreso, se observaron
recuentos de sEMP superiores en los pacientes agudos (p = 0,008)
(datos no presentados).

Variables clinicas y recuentos de microparticulas de pequeiio
tamaino

De entre los parametros hematolégicos, solo los valores de
hemoglobina presentaron una correlacion con los de microparticulas
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Figura 2. Dinamica de los recuentos de microparticulas de pequefio tamafio (10> sMP/pl) tras insuficiencia cardiaca aguda a lo largo de los 3 meses siguientes a la
descompensacion aguda (n = 32) (prueba de Friedman). A: sMP de plaquetas CD42b+. B: sMP endoteliales CD144+. C: sMP de uni6n a anexina V+. EC: enfermedad
coronaria; ICA: insuficiencia cardiaca aguda; sAMP: microparticulas de pequefio tamafio unidas a anexina V; sEMP: microparticulas de pequefio tamafio de origen
endotelial; sSPMP: microparticulas de pequefio tamafio de origen plaquetario. Se realizd también una comparacion de los recuentos de microparticulas de pequefio
tamafio entre las primeras 24 h siguientes al ingreso [ICA_1], el dia de alta hospitalaria [ICA_2], 3 meses después del ingreso [ICA_3] y el grupo de enfermedad (EC)
(prueba de Mann-Whitney). Las lineas paralelas indican mediana [intervalo intercuartilico].
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Figura 3. Comparacion de los recuentos de microparticulas de pequefio tamaiio
unidas a anexina V (10% sMP/ul) en los pacientes con enfermedad coronariay los
pacientes con insuficiencia cardiaca. EC: enfermedad coronaria; NYHA: New York
Heart Association; SAMP: microparticulas de pequefio tamarfio unidas a anexina V.
El estado funcional de los pacientes con insuficiencia cardiaca se evalud con la
clase de la New York Heart Association (pruebas de Mann-Whitney y de Kruskal-
Wallis). Los graficos de cajas indican mediana [intervalo intercuartilico].

de pequefio tamano en los diferentes grupos y a lo largo del
tiempo. De hecho, los recuentos de sAMP con correlacion positiva
con la hemoglobina en la ICA al ingreso (r=041; p=0,026) y
después de 3 meses aumentaron también con las cifras de sSPMP
y SEMP (r=0,49; p=0,022 y r = 0,43; p = 0,050 respectivamente). La

Tabla 2

Correlaciones entre recuento de microparticulas de pequefio tamafio unidas a
anexina V y la expresiéon de receptores de superficie en las diferentes
subpoblaciones de monocitos y momentos de valoracion

ICA_1° (n=49) ICA_2" (n=46) ICA_3¢ (n=35)
r p r p r p

Expresion de receptor toll-like-4

Mon1 0,38 0,009 0,40 0,012 0,30 0,10

Mon2 0,42 0,004 0,39 0,013 0,31 0,09

Mon3 0,43 0,003 0,46 0,003 0,42 0,015
Expresion de molécula de adhesion celular vascular 1

Mon1 -0,29 0,059 -043 0,005 -0,54 0,002

Mon2 -0,18 0,23 -0,57 < 0,001 -0,49 0,005

Mon3 0,03 0,87 -0/42 0,007 -0,21 0,14
Expresion de receptor de interleucina 6

Mon1 -0,13 0,40 0,07 0,68 0,39 0,03

Mon2 -0,08 0,61 -0,04 0,81 0,44 0,012

Mon3 0,09 0,57 0,1 0,56 0,13 0,47
Expresion de CD163

Mon1 0,06 0,69 0,12 0,49 0,38 0,032

Mon2 -0,09 0,56 -0,09 0,59 0,36 0,046

Mon3 0,18 0,24 -0,15 0,36 0,37 0,035
Expresion de CD204

Mon1 0,24 0,11 0,42 0,008 0,44 0,012

Mon2 0,27 0,065 0,25 0,13 0,46 0,009

Mon3 0,30 0,09 0,10 0,55 0,27 0,133

ICA: insuficiencia cardiaca aguda.
La expresion de los marcadores de superficie se muestra mediante la intensidad de
fluorescencia media.
Los calculos se basaron en un analisis de correlaciéon de Spearman.
2 Durante las primeras 24 h siguientes al ingreso.
b El dia del alta hospitalaria.
€ Tres meses después del ingreso en el hospital.

FEVI al ingreso de los pacientes con ICA mostro correlacion positiva
con los recuentos de sPMP (r=0,42; p=0,006) y los pacientes con
FEVI < 25% presentaron cifras de sPMP inferiores (p = 0,013). Esta
relacion se perdia a los 3 meses del ingreso. Al considerar la totalidad
de los pacientes con IC, se observd que los recuentos de sAMP se
asociaban también a la gravedad de la clase funcional (NYHA III-1V)
en comparacion con la EC (p = 0,013)(figura 3). Por lo que respecta a
los tratamientos farmacologicos, los recuentos de sSPMP inferiores se
asociaron al uso de bloqueadores beta ([3=-0,38; p=0,016),
mientras que el empleo de acido acetilsalicilico estaba relacionado
con recuentos de sAMP mas bajos ( =-0,42; p=0,008) en los
pacientes con ICE (datos no presentados).

Tan solo la IL-6 present6 correlacion positiva con los recuentos
de sAMP en la ICE (r=0,35; p=0,034). En la ICE, la creatinina
también se correlacion6 positivamente con los diferentes origenes
de las microparticulas de pequefio tamaifio (p < 0,05 en todos los
casos) (datos no presentados).

Expresion de receptores barredores monocitarios y recuento de
microparticulas de pequeiio tamaiio unidas a anexina V

Dado que se ha descrito que las SAMP son un marcador de la
apoptosis®?, evaluamos la relacién entre los recuentos de sAMP y
diferentes receptores de barredores de los subgrupos de monocitos
enel estudio longitudinal delaICA (tabla 2). La expresion del receptor
toll-like-4 en los tres subgrupos de monocitos mostrdé correlacion
positiva con los recuentos de sSAMP al ingreso por ICA(Mon1,r = 0,38,
p =0,009; Mon2, r = 0,42, p=0,004; Mon3, r=0,43, p=0,003). Esta
relacion se mantuvo el dia del alta (ICA_2), pero se perdid en cambio a
los 3 mesesdelingreso (ICA_3).Eldia del alta,lamolécula de adhesion
celular vascular-1 estaba correlacionada negativamente con los
recuentos de sAMP (Monl, r=-0,43, p=0,005; Mon2, r=0,57,
p < 0,001; Mon3, r=-0,42, p=0,007) y continud estandolo después
de 3 meses, excepto por la subpoblacién Mon3. Las concentraciones
de receptor de IL-6, CD163 y CD204 no presentaron correlaciéon con
las SAMP en los momentos de valoracién 1y 2, pero apareci6 relacion
con la recuperacion de un estado clinico mas favorable.

Analisis multivariable

Con objeto de identificar factores independientes determinan-
tes de la concentracion plasmatica de SAMP, se realiz6 inicialmente
un analisis bivariable en los pacientes con disnea grave (NYHA IV).
El objetivo del andlisis de parametros Gnicos fue la seleccién de las
variables y la exclusidon de las que no tenian asociaciéon con el
recuento de SAMP (p < 0,15). El andlisis bivariable mostr6 que los
valores de sSAMP tenian mayor probabilidad de estar relacionados
con el origen étnico, una FEVI menor, el acido acetilsalicilico y las
tienopiridinas. En la tabla 3 se presentan los resultados del modelo
de analisis multivariable (p < 0,005); el origen étnico en el sur de
Asia y el tratamiento con tienopiridinas (p < 0,05 en ambos casos)
influian significativamente en los titulos de sAMP. Los biomarca-
dores de remodelado ventricular (FEVI y péptido natriurético
cerebral-1) no parecen influir en la concentracion de sAMP en el
estudio multivariable.

DISCUSION

Este es el primer estudio que muestra un aumento de sAMP
circulantes tras la descompensacion de la ICA, en comparacion con
los pacientes de control con etiologia similar. Los recuentos de sAMP
mas altos se asociaron al estado funcional grave (NYHA III-IV) y
fueron paralelos a los marcadores monocitarios de reparaciéon e
inflamacion. En segundo lugar, este estudio muestra de qué manera
una evaluacion cuantitativa de los biomarcadores derivados de
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Tabla 3

Anadlisis multivariable de las variables de recuento de microparticulas de pequefio tamaiio unidas a anexina V en pacientes con insuficiencia cardiaca aguda y disnea

grave (clase funcional IV de la New York Heart Association)”

Factores (R?=0,38) Coeficientes sin estandarizar Coeficientes estandarizados t P
B Desviacion estandar B -

(Constante) -19.793,77 32.413,21 -0,61 0,55
Origen étnico 59.430,42 22.918,52 0,36 2,59 0,014
FEVI 1.637,70 891,99 -0,26 1,84 0,074
Acido acetilsalicilico 17.719,16 18.801,84 0,14 0,94 0,35
Tienopiridinas 35.478,15 16.509,48 -0,30 -2,15 0,038
Diabetes mellitus 1.264,86 16.738,20 0,01 0,08 0,94

B: coeficiente de regresion; FEVI: fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.

Origen étnico hace referencia a los caucésicos frente a los del sur de Asia (el 88% de caucasicos).
En el andlisis se utilizaron los valores de microparticulas de pequefio tamaiio unidas a anexina V sin transformar.

" p < 0,005.

procesos patolégicos como la apoptosis (SAMP), la activacion
plaquetaria (sPMP) y los receptores monocitarios (que conducen a
las complicaciones aterotromboticas) puede tener utilidad y valor
clinico para el diagnoéstico de los pacientes con IC de alto riesgo y
etiologia isquémica.

El andlisis de microparticulas no se utiliza todavia con fines
clinicos, debido en gran parte a las limitaciones existentes en los
meétodos de cuantificacion de microparticulas y el manejo de las
muestras de sangre?!. Es probable que la utilizacién de citdmetros de
flujo especificamente disefiados para el andlisis de las particulas
de pequefio tamaifio aporte ventajas metodoldgicas considerables y
deba ser una opcion preferible. Nuestro grupo ha comparado
recientemente las vesiculas de menor tamafio denominadas
«microparticulas de pequefio tamafio» en pacientes con EC y
sindrome coronario agudo y ha observado cifras de sSEMP mas bajas
en la isquemia aguda®. En los datos que se presentan aqui, no esta
claro por qué los recuentos de sSPMP y sEMP disminuyen con la IC
mientras los de SAMP aumentan, lo cual indica que las SAMP podrian
tener su origen en tejidos o células diferentes y mostrar una
sensibilidad funcional diferente de la isquemia. Un estudio reciente
ha indicado que el aumento de microparticulas después de una
tension cardiaca parece ser unarespuesta fisiologica normal que esta
reducida cuando el estado clinico es peor, lo cual podria explicar
algunos de estos recuentos bajos en la ICA y la ICE*2. También es
plausible que el tratamiento cause un deterioro de la liberacion de
microparticulas de pequefio tamarfio, y se ha observado ya que los
bloqueadores beta inhiben la liberacion de microparticulas de las
plaquetas y los monocitos en los pacientes hipertensos®*>?4. En
consonancia con ello, el uso de tienopiridinas reduce significativa-
mente la liberacion de sSAMP en clase funcional avanzada (NYHA V).

En estudios recientes se ha evaluado la asociacion entre recuento
de microparticulas circulantes y varias enfermedades cardiovascu-
lares, y se ha observado relacion con la gravedad de la enfermedad;
se ha sefialado incluso que pueden ser un nuevo biomarcador
prondstico enlaIC. Con objeto de cuantificar la utilidad de las SAMP
para la estratificacion del riesgo, dividimos a los pacientes en dos
grupos en funcion de las manifestaciones clinicas y la FEVI (pero con
similar presencia de comorbilidades). Se analizd también otros
biomarcadores que corresponden a vias fisiopatologicas (remode-
lado ventricular, inflamacién, activacién monocitaria y parametros
de laboratorio que se determinan habitualmente). Ademas, la
reduccion de la funcion renal tiene una frecuencia creciente en los
pacientes con IC y es una causa bien documentada de anemia®°. Los
recuentos de sPMP inferiores enla ICA se asocian aqui a cifras de FEVI
inferiores, lo cual indica que la liberacién de microparticulas de
pequefio tamafio podria estar relacionada con el grado de la lesion
isquémica sufrida por el corazon. Las correlaciones entre recuentos
de microparticulas de origen plaquetario y FEVI también fueron
evidentes en los pacientes con infarto de miocardio con elevacion del

segmento ST’, aunque la consideracién de las microparticulas se
defini6é utilizando microesferas de 0,5-1,5 pm. Ademas, los
recuentos de microparticulas de pequefio tamafio se compararon
también con la gravedad de la enfermedad, y se observo correlacién
positiva entre peor estado clinico (NYHA III-IV) y recuentos de SAMP
mas altos. El presente estudio respalda, pues, que los recuentos de
sAMP (al ingreso) y de sEMP (3 meses después del ingreso) podrian
ser biomarcadores tiles para diferenciar el estado patologico de los
pacientes con ICA descompensada de etiologia isquémica. Sin
embargo, es importante sefialar que la utilidad clinica de los
recuentos de microparticulas como marcadores de peor estado
clinico en una poblacién con IC es actualmente poco clara, y son
necesarios estudios experimentales para demostrar que las SAMP no
son simplemente un marcador, sino que intervienen en la patogenia
delalCylaEC

El interés de la investigacion sobre la heterogeneidad monoci-
taria y los receptores barredores ha recibido un gran impulso
durante la Giltima década'®~'92, El objetivo previo era investigar si
los recuentos de receptores barredores de los monocitos diferian
en los pacientes con ICA e IC crénica®’; sin embargo, eran necesarios
mas estudios para determinar la relacion fisiopatologica con otros
elementos circulantes como las microparticulas de pequefio
tamafio. De entre los anticuerpos con diferentes especificidades
utilizados en este estudio, se observo que el receptor toll-like-4, que
esta relacionado con la inestabilidad de la placa aterosclerética®,
aumentaba en paralelo con los recuentos de sAMP, y luego
desaparecia regularmente después del alta. Después de la mejora
de los sintomas del paciente, los recuentos de sSAMP disminuyeron
lentamente, al tiempo que aumentaba la expresion de la VCAM-1, lo
cual indica un reinicio de la adhesién tras la fase aguda®. La
expresion del receptor de IL-6 y los recuentos de SAMP se redujeron
en paralelo después de 3 meses de descompensacién aguda de la IC,
lo cual concuerda con el aumento de IL-6 que en la ICA se ha
demostrado que interrumpe el marcaje de anticuerpos. La IL-6
induce la produccion de proteinas de fase aguda, incluida la proteina
Creactiva, por las células hepaticas>°. La intensidad de fluorescencia
de CD204 no mostro correlacion con los recuentos de SAMP en la ICA
al ingreso (mayor expresion y, por lo tanto, eliminacion de
elementos apoptoticos), pero aparecid una correlacion positiva
después del alta. Dado que interviene en la eliminacién de las células
apoptoéticas®!, resulta tentador plantear la hipdtesis de que el CD204
pudiera intervenir también en la eliminacién de las SAMP, pero este
mecanismo se evita o se sobrepasa en los estados agudos. El receptor
toll-like-4, 1a VCAM-1, el receptor de IL-6, el CD163 y el CD204 son
cruciales en la activacion, la eliminacién y la acumulaciéon de los
leucocitos, y estan relacionados con la funcién vascular y la
inflamacion. Este estudio apunta ahora que los recuentos de SAMP
son representativos de un estado proaterogénico al darse conjunta-
mente con la expresion monocitaria de moléculas de adhesion. No
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obstante, el caracter observacional del estudio no permite determi-
nar la causalidad y los papeles especificos en la fase aguda de la IC.

Limitaciones

El estudio es de naturaleza descriptiva, puesto que compara a
pacientes con ICE y pacientes con una IC mas grave (ICA) que no son
representativos de la poblacién general, pero son el centro de
interés de la mayor parte de los ensayos clinicos sobre IC. El disefio
del estudio impide que los grupos evaluados estén plenamente
equilibrados por lo que respecta a todas las variables clinicas y
demograficas, con lo que queda abierta una posibilidad de sesgo al
respecto. El presente estudio tiene también la limitacion del
namero de pacientes relativamente bajo. Sera preciso establecer
por completo el significado fisiopatologico de las microparticulas
de pequefio tamafio en la IC y su valor prondstico. A pesar de las
limitaciones en la interpretacion de los biomarcadores plasmati-
cos, este estudio ha observado correlaciones entre recuentos de
sAMP y diversos biomarcadores de inflamacion y reparacion, asi
como una asociacién con caracteristicas de gravedad de la IC.

CONCLUSIONES

Los pacientes con IC presentan un aumento de los recuentos de
SAMP como indicador de la lesion aguda y menor capacidad
funcional. La relacion entre las SAMP y la expresion de receptores
barredores puede comportar un menor potencial funcional de
reparacion, lo cual podria contribuir a la patogenia de la ICA
descompensada. Queda por establecer si las microparticulas
de pequefio tamafo desempefian un papel como mensajeros de
informacion biolégica y reguladores directos de procesos fisiopa-
tologicos y contribuyen a la progresion causal de la enfermedad.
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