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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 resoluciéon. 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 mostro6 reduccién 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 correlaciéon 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.
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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.
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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 aterotromboticas®. Ademas, las microparticulas
circulantes estan aumentadas en los individuos con factores de
riesgo cardiovascular y enfermedad coronaria (EC)®’; 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 generacion y el origen de las
microparticulas de pequefio tamafio estan relacionados con
mecanismos patologicos diferenciados que se evalian mediante

indices de activacion monocitaria y, en altima 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 realizacién 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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