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Introduccion

El acido acetilsalicilico (AAS) ha demostrado ser eficaz en la prevencion de efectos
tromboticos cardiovasculares. A pesar del conocimiento de la reduccion de riesgo de trombosis
en prevencion secundaria en pacientes sometidos a tratamiento con AAS, algunos pacientes
no obtienen todos los beneficios de sus efectos antiagregantes. Este concepto se conoce como
resistencia a la aspirina. Su mecanismo contintia siendo desconocido y probablemente sea

multifactorial.

Material y métodos

Se analizo6 si la presencia de AAS en los megacariocitos puede, en las plaquetas formadas
de novo, afectar a su capacidad para producir 6xido nitrico (ON) y tromboxano A2 (TXA2),
al sistema de generacion del anidon superdxido (SO) y/o al nivel de expresion de proteinas
proapoptodticas. Las células Meg-01, pertenecientes a una linea celular megacariobléstica
humana, fueron estimuladas para formar plaquetas (particulas platelet-like (PPL)) con 10

nmol/l de forbol 12-miristato-13-acetato en presencia y en ausencia de AAS (0,33 mmol/l).

Resultados

Las PPL generadas a partir de células Meg-01 expuestas al AAS presentaron un
contenido superior de ON sintasa 3 (ONS3) asociado a una liberacion mayor de nitratos y

nitritos que las PPL derivadas de células Meg-01 no expuestas. Las PPL derivadas de células

19
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Meg-01 expuestas al AAS también presentaron una menor expresion de gp91-phox NADPH
oxidasa y una expresion superior tanto de Mn-SO dismutasa (SOD) como de las proteinas
proapoptoticas Bax y Bak. En la segunda parte del estudio, observamos que las plaquetas
sensibles al AAS de pacientes con isquemia coronaria estable tratados con 100 mg diarios de
AAS presentaron una expresion mayor de Bax y Bak que las plaquetas resistentes al AAS. El
ionoforo de calcio aumentd la actividad de la caspasa-3 y los niveles citosolicos de citocromo

c en plaquetas sensibles al AAS en comparacion con las resistentes.

Conclusiones

La exposicion de megacariocitos al AAS produjo nuevas PPL que evidenciaron
cambios en los niveles de proteinas asociadas a la funcionalidad plaquetar, incluyendo
proteinas relacionadas con la apoptosis. En comparacion con las plaquetas resistentes al AAS,
las plaquetas sensibles de pacientes coronarios también presentaron una expresion superior
de Bax y Bak, que tras la estimulacion con ion6foro de calcio se acompaifi6é de una presencia
superior de mecanismos proapoptoticos asociados. Estos resultados pueden estar mostrando un

nuevo mecanismo de accioén del AAS sobre las plaquetas.

20
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Introduction

Acetylsalicylic acid (ASA) has shown benefits on prevention of cardiovascular
thrombotic events. In spite of the knowledge of the reduction of thrombotic risk in secondary
prevention in patients undergoing ASA treatment, some patients may not obtain the full benefits
of its antiplatelet effects. This concept is known as aspirin resistance. Its mechanism remains

uncertain and is also probably multifactorial.

Material and methods

It was analyzed if the presence of ASA in megakaryocytes may in the newly formed
platelets affect their ability to produce nitric oxide (NO) and thromboxane A2 (TXA2), the
superoxide anion (SO) generation system and/or the expression level of proapoptotic-related
proteins. Meg-01 cells, a human megakaryoblastic cell line, were stimulated to form platelets
(platelet-like particles (PLPs)) with 10 nmol/l of phorbol 12-myristate-13-acetate in the

presence and in the absence of ASA (0,33 mmol/l).

Results

PLPs from ASA-exposed Meg-01 cells showed higher content of NO synthase 3
(NOS3) protein associated with higher PLPs nitrite + nitrate release than those PLPs from
Meg-01 cells unexposed to ASA. PLPs from ASA-exposed Meg-01 cells also showed lower

expression of gp91-phox NADPH oxidase and higher expression of either Mn-SO dismutase

22
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(SOD) and the proapoptotic proteins Bax and Bak. In a second part of the study, we observed
that ASA-sensitive platelets from patients with stable coronary ischemia treated with daily 100
mg ASA showed higher expression of both Bax and Bak proteins than ASA-resistant platelets.
Calcium ionophore increased both caspase-3 activity and cytosolic cytochrome c¢ levels in

ASA-sensitive with respect to ASA-resistant platelets.

Conclusions

Exposure of megakaryocytes to ASA produced new PLPs showing changes in the
level of proteins associated with platelet functionality including proapoptotic-related proteins.
Compared with ASA-resistant platelets, ASA-sensitive platelets from coronary patients also
showed higher Bax and Bak expression, that after stimulation with calcium ionophore was
accompanied with greater stimulation of proapoptotic-associated mechanisms. These results

may be opening a new mechanism of action of ASA on platelets.
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3.1. Plaqueta y enfermedad coronaria

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos de un tamano de 1-2 pm carentes de
nucleo, como los globulos rojos, y juegan un papel preponderante en la trombosis y en la
curacion de heridas. Se generan a partir de los bordes de los megacariocitos, células grandes
y poliploideas, que se encuentran en la médula 6sea y en el bazo, por fragmentacion. En el
torrente sanguineo las plaquetas viven alrededor de diez dias antes de ser destruidas por el
sistema reticuloendotelial del higado y del bazo, principalmente. Su intervalo fisioldgico es de
150.000-400.000 por ml. En condiciones normales circulan de forma inactiva y expresan en
su superficie moléculas que, al ser activadas, facilitaran su interaccion con otras plaquetas y

células (figura 1).

Matriz subendotelial

Célula endotelial

Trombina

% ADP
Txh,
Plagueta
) GP VI
Seratonina
Epinefrina P-selectina

O
ATP GPIlb/Illa
Plagueta

v Coldgeno
GPIb
W

Figura 1. Principales agonistas y proteinas de adhesion que participan en el proceso

de activacion plaquetaria.

TxA,: tromboxano A2. GP: glicoproteina. FvW: factor Von Willebrand. ADP:
difosfato de adenosina. ATP: trifosfato de adenosina (Lopez Farré A).
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En su interior existen granulos alfa, granulos densos y lisosomas. Al activarse, todos
ellos liberan factores que estimulan la actividad de la propia plaqueta y de las células de su
entorno. Los granulos alfa contienen P-selectina, y son reservorios de factores de crecimiento y
moléculas de adhesion o receptores para facilitar la interaccidon con otras células. Los granulos
densos, por el contrario, contiene difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina
(ATP), serotonina y calcio. Este ultimo es necesario para la formacion de fibrina en el trombo.
Finalmente, los lisosomas son ricos en elastasas y proteasas que facilitan la degradacion de la

matriz extracelular’.

Las plaquetas juegan un papel primordial en la patogenia de la enfermedad vascular
al unirse a las placas arterioscleréticas inestables®. Sin embargo, también se ha demostrado
su importancia en respuestas inmunes e inflamatorias®. Y, a pesar de ser anucleadas, poseen

ARNm, ARNmi y otras moléculas que regulan el proceso postranscripcional®.

El término adhesion hace referencia a la union de la plaqueta con cualquier célula que no
sea un trombocito, mientras que la agregacion se produce exclusivamente entre dos plaquetas.
Por tanto, la adhesion de plaquetas al subendotelio, su agregacion y reclutamiento propician la
génesis de un trombo, descrito hoy en dia como un fenémeno multicelular: la interaccion entre

endotelio, plaquetas y neutrdfilos regula el crecimiento del trombo neoformado.

La formacién del trombo dentro del vaso coronario es el factor precipitante en el infarto
agudo de miocardio (IAM) y la angina inestable. En condiciones normales el endotelio intacto
previene la adhesion plaquetar y su posterior activacion gracias a numerosos procesos, como
la produccion de 6xido nitrico (ON) y prostaglandina (PG) 12, también llamada prostaciclina.
Cuando el endotelio esta lesionado o es disfuncionante y pierde sus propiedades antitromboticas,

expone colageno y factor Von Willebrand (FvW) a las plaquetas, las cuales se adhieren

26



La respuesta de la plaqueta a la aspirina determina la capacidad apoptética plaquetar

directamente al coldgeno o, indirectamente, a través del FvW a la glicoproteina (GP) Ib. La
activacion local de las plaquetas estimula la formacion del trombo y la captacion de nuevas
plaquetas al ayudar a formar trombina y liberar agonistas plaquetares potentes como ADP,
serotonina o tromboxano (TX) A2. El trombo se ird desarrollando al agregarse las plaquetas
gracias a la GPIIb/IIla. Ademas, en la adhesion intervienen diversos factores que actiian desde
la superficie disfuncionante o lesionada, bien frenando directamente las plaquetas circulantes o
bien haciendo que éstas expresen proteinas frenadoras en su superficie. La P-selectina descrita
previamente es un ejemplo de proteina frenadora. Dado que la activacion plaquetar es crucial
en la patogenia de la isquemia miocardica, se han ido desarrollando estrategias farmacologicas
para evitar dicha activacion. En este sentido, la aspirina sigue liderando la lista de medicamentos

utilizados para prevenir y reducir la lesion isquémica’.

3.2. Historia de la aspirina

Hay que remontarse hasta las primeras civilizaciones para identificar los primeros
vestigios del uso del acido acetilsalicilico (AAS) en la medicina tradicional. Sumerios y egipcios
utilizaban la corteza del sauce por sus propiedades analgésicas, ignorando que eran debidas
a la presencia de salicina®. Cuatrocientos afos antes de Cristo, Hipocrates de Cos aplicaba
hojas de sauce en partos en la Antigua Grecia, y su uso se extendid al Imperio Romano, tal y
como describio Plinio el Viejo”®. Sin embargo, hubo que esperar hasta el siglo XIX para poder
demostrar su utilizacion como antipirético y antiinflamatorio en épocas antiguas: Edwin Smith
(1822-1906), un hombre de negocios norteamericano que vivia en El Cairo, adquirié unos
documentos antiguos que se remontaban a 1500 a. C. en los que se hablaba de los poderes
curativos de diversos representantes del Reino Vegetal. Uno de ellos se citaba como Salix (hoy

en dia, sauce) y se recomendaba en dolores inespecificos.
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En 1763, el reverendo Edward Stone, de la Universidad de Oxford, describi6 la
aplicacion de la corteza de sauce en casos de fiebre y escalofrios. Posteriormente, dejo secar la
corteza junto a un horno durante tres meses y la convirtié en polvo que administrd a cincuenta
pacientes, con una notable tasa de respuestas positivas. Su publicacion posterior en una carta
fue, con toda probabilidad, el motor que incentivé a muchos médicos a imitarlo. El ingrediente
activo de la corteza del sauce fue descubierto en 1828. Johann Buchner (1783-1852) aisl6 la
salicilina, el glicosido del 4cido salicilico y el ingrediente activo de la aspirina, y la describid

como amarillenta y amarga. Fue llamada Salix alba, literalmente sauce blanco’.

Pierre-Joseph Leroux (1795-1870), en Francia, y Raffaele Piria (1814-1865), en Italia,
perfeccionaron su composicion y, de hecho, este ultimo bautiz6 el compuesto con el nombre

de acido salicilico.

En 1852 un quimico francés, Charles Frédéric Gerhardt (1816-1856), introdujo un grupo
acetilo en el 4cido salicilico, pero se encontrd ante un compuesto inestable y no prosigui6 con

su estudio.

Casi un cuarto de siglo después, en 1876, Thomas MacLagan (1838-1903) publico
el primer ensayo clinico de la salicina'®. Primero comenzé tomandola ¢l mismo y, al no
presentar efectos secundarios, tratd satisfactoriamente a ocho pacientes aquejados de fiebre
reumatica y demostrd su poder antiinflamatorio y antipirético, aunque no fue secundado por

las complicaciones gastricas.

Una de las fechas clave en la historia de la aspirina es 1890. Una empresa farmacéutica

germana, Bayer, puso en marcha un ambicioso proyecto al crear una division en la que se
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facilitaban las investigaciones cientificas. En esa €poca varios nombres propios aparecen
concomitantemente sin que se pueda, hoy en dia, distribuir su grado de importancia en el
descubrimiento de la aspirina. Arthur Eichengriin (figura 2) (1867-1949) era el responsable de
la division, y decidié desarrollar un derivado del salicilato que no causara irritacion gastrica.
Encargo la tarea a Felix Hoffmann (figura 3) (1868-1946), que se puso a trabajar con el salicilico
obtenido al secar hojas de ulmaria. Acetild el grupo fenol del 4cido y produjo AAS. El hito

qued¢ reflejado en el libro de laboratorio el 10 de agosto de 1897.

Figura 2. Arthur Eichengriin
(Desborough M).
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Heinrich Dreser (1860-1924) se encarg6 de los ensayos clinicos y rechazo el compuesto,
alegando que producia taquicardia y palpitaciones. Curiosamente, solo diez dias después del
descubrimiento del 4cido, Hoffmann produjo un segundo fdrmaco, la diacetilmorfina, derivada
de la morfina, ironicamente bautizada como heroina por las esperanzas depositadas en ella.
Eichengriin no estaba de acuerdo con la negativa de Dreser, y realizd por su cuenta ensayos
donde demostraba el poder analgésico y la carencia de efectos secundarios del AAS. La
respuesta de Dreser paso a la historia: «Se trata de la tipica jactancia berlinesa. El producto

carece de valor».

Figura 3. Félix Hoffmann
(Desborough M).
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Sin embargo, acab6 cediendo: el compuesto se comercializé bajo el nombre de Aspirina,
derivado de la conjuncién de acetil y Spirarea, género latino de la ulmaria. Su consumo crecid
exponencialmente en muy poco tiempo, al mismo ritmo que la fortuna personal de Dreser''. Por
el contrario, la procedencia judia de Eichengriin en la Alemania nazi contribuy¢ a silenciar su
contribucion durante décadas. Sélo tras finalizar la Segunda Guerra Mundial, y poco antes de

su muerte, pudo publicar un manuscrito en el que sefialaba su aportacion al descubrimiento!?.

Figura 4. John Vane
(Montinari MR).
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Pese al amplio consumo mundial, la aspirina también tuvo que lidiar con varios
contratiempos. Tras la aparicion de la gastroscopia, pronto fue patente la relacion con
gastritis'?. La irrupcion del paracetamol en 1956, carente de efectos gastricos, se reflejo en las
cifras de ventas. Y, seis afios después, Mortimer asocio su consumo con el sindrome de Reye
en la poblacion infantil'®. Asi, con la excepcion del sindrome de Kawasaki, se proscribi6 la

administracion de la aspirina a menores de 16 afos.

Sin embargo, a la vez que cosechaba grandes éxitos de ventas, el mecanismo de accion
continuaba siendo un misterio. Collier (1912-1983) sugiri6 que inhibia la bradiquinina'®, pero
finalmente fue John Vane (figura 4) (1927-2004) el que publicd, en 1971, que la aspirina inhibia
la sintesis de una PG, motivo por el cual obtuvo el premio Nobel de Medicina y Fisiologia en
1982, compartido con Samuelsson y Bergstrom. Para entonces ya se conocia que la inhibicion

plaquetar podia ser crucial a la hora de tratar la formacion del trombo'°.

De los elementos que circulan por el torrente circulatorio, las plaquetas fueron los
ultimos en descubrirse. Fueron descritas por primera vez por Max Schultze en 1865'7. No
obstante, también se atribuye este hito al britanico George Gulliver o al francés Alfred Donné.
Un siglo después, en 1966, se publico que la aspirina aumentaba el tiempo de hemorragia y que
este efecto era particularmente notable en pacientes con enfermedad de Von Willebrand'®. En
1967 Weiss y Aledort sacaron a la luz un estudio en el que demostraron que también disminuia la
agregacion plaquetar'®. Unos afios después, finalmente, se publico que la aspirina antagonizaba

los efectos del TXA2 al inhibir la ciclooxigenasa (COX)%.

Durante la década de los cincuenta, veinte afios antes del descubrimiento de sumecanismo
de accion, un médico de familia estadounidense, Lawrence Craven (1883-1957), prescribio a

los pacientes sometidos a una tonsilectomia chicles impregnados de aspirina, y se dio cuenta
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de que muchos de ellos presentaban graves problemas hemorragicos, por lo que postuldé que
podia prevenir la trombosis?'. Paraddjicamente, fallecié por un IAM, y la comunidad cientifica
cuestiond sus resultados. Sin embargo, existia mucho interés por determinar si realmente
poseia un efecto antitrombdtico, y varios estudios se publicaron analizando pros y contras de
su administracion. El Segundo Estudio Internacional de Supervivencia Postinfarto (ISIS-2),
tras estudiar a 17 787 pacientes, determin6 que el riesgo relativo se reducia en un 20 % a las
cinco semanas®. Otros trabajos demostraban que 30-75 mg diarios eran igual de eficaces que
dosis superiores para prevenir la isquemia cerebral. En 1994 British Medical Journal dedic6 50
paginas a la aspirina y demostrd una reduccion de accidentes vasculares del 25 %?. Hoy en dia
se usa de modo generalizado en la prevencion de enfermedad cardiovascular y de accidentes

isquémicos y en el tratamiento del [AM.

En cuanto a la trombosis venosa (TV), se ha publicado una reduccion de la recurrencia
del 32 %, y del 28 % de TV profunda tras cirugia ortopédica, aunque estos efectos son netamente
inferiores a los obtenidos con anticoagulantes. Lo mismo ocurre en pacientes con fibrilacion
auricular. Actualmente su uso se reduce a la profilaxis de TV en pacientes con mieloma multiple
tratados con lenalidomida o talidomida, a la profilaxis de enfermedad cardiovascular en
pacientes con policitemia vera y trombocitopenia esencial, y a su administracion en la ptrpura

trombocitopénica, en abortos recurrentes y, ocasionalmente, en el sindrome antifosfolipido.

E125 % de los pacientes con hemorragia digestiva alta toma algun agente antiplaquetar®*.
En esos casos se recomienda la transfusion de 2-3 concentrados de plaquetas, aunque estudios
recientes aportan datos contradictorios, por lo que actualmente no existe una linea clara de

tratamiento en el manejo de estos procesos.
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3.3. Mecanismo de accion de la aspirina en la plaqueta

Tras la afectacion de la intima vascular, como ocurre tras un traumatismo o tras la
ruptura de una placa arteriosclerotica, el colageno subendotelial y el FvW son expuestos a
la circulacién sanguinea. Las plaquetas se unen a ambos en la zona lesionada a través de los
receptores de las GP Ia/lla y Ib/V/IX respectivamente, y provocan asi la liberacion de calcio®.
Este induce cambios conformacionales en los receptores plaquetares de la GPIIb/IIla para que
se unan al fibrindgeno circulante. Asimismo, también fomenta la liberacion de granulos alfa
y densos. Los primeros contienen P-selectina, la cual media en la adhesion de monocitos y
neutrdfilos, paso previo fundamental para la captacion de leucocitos en el trombo neoformado,
con lo que se consolida la trombogénesis y todo el proceso hemostatico®®. Los granulos densos
liberan ADP, que perpettia la activacion plaquetar al unirse a receptores especificos de ADP
(P2Y1), y promueve la accion de la fosfolipasa A2 en la membrana fosfolipida para producir
acido araquidonico (ARA), que serd convertido en TXA2 a través de la TX sintasa, y PG,
a través de las COX 1 y 2. Estas catalizan el primer paso en la sintesis de prostanoides: la
conversion del ARA en la PGH2, intermediario inestable y sustrato de varias isomerasas que
generan, al menos, cinco prostanoides activos, entre ellos TXA2 y PGI2?7. El TXA2 es el
activador plaquetar mas importante al estimular la produccion de receptores de fibrinégeno
(GPIIb/IIIa) en la membrana, uniéndose a los receptores de la superficie de otras plaquetas y
promoviendo su activacion®®. Ademas, es un potente vasoconstrictor. Entre otros activadores
plaquetares se hallan ARA, fibrindgeno, ADP, estrés, tabaco, lesion endotelial, PGI2 y la

cascada de la coagulacion (figura 5).
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Figura 5. Activacion plaquetar.

ADP: difosfato de adenosina. FAP: factor de activacion plaquetar. R: receptor.
FLA,: fosfolipasa A2. Gp: glicoproteina. FvW: factor Von Willebrand. PG:

prostaglandina. TS: tromboxano sintasa (Ferndndez-Tresguerres JA).

La aspirina inhibe irreversiblemente la COX1 acetilando la serina 529 al unirse a un
residuo de arginina 120, que se localiza en la region mas estrecha del canal del receptor. Asi,

el ARA no accede al sitio catalitico de la enzima, y se paraliza la sintesis de TXA2 y otros
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productos derivados del ARA. Asimismo, bloquea la COX2 acetilando la serina 516. Las
plaquetas, anucleadas, no pueden sintetizar COX1, por lo que el efecto dura hasta la apoptosis
(7-10 dias). Dicho efecto es rapido, irreversible y dosis-independiente. Una sola dosis de
aspirina de 325 mg inhibe completamente la COX1, la cual recobra su actividad a razén de
un 10 % diario, debido al vertido en el torrente circulatorio de plaquetas neoformadas. Es
detectable en el plasma antes de cumplirse treinta minutos de la ingesta. Tras una dosis Unica,
se alcanza la concentracidon maxima en una hora, la cual disminuye gradualmente. La vida
media es de 2-3 horas a dosis antiplaquetares, gracias a la hidrolisis producida en higado,
plasma y hematies”. Alrededor de un 85 % del salicilato esta unido a la albimina, aunque
este porcentaje disminuye al aumentar su concentracion. Hipoproteinemia y competidores de
los receptores de la aspirina, entre los que encontramos tiroxina, triyodotironina, fenitoina,
sulfinpirazonas, bilirrubina, acido urico, penicilinas y otros AINE aumentan la concentracion

de salicilatos libres en plasma.

3.4. Concepto de sindrome de resistencia a la aspirina: mecanismos impli-

cados y repercusion clinica

En hombres de mediana edad, el AAS reduce el riesgo de IAM en un 44 % a 5 anos*,
y la mortalidad un 23 % cuando se administra junto a terapia trombolitica?>. No en vano,
la aspirina es el antiagregante mas prescrito en la prevencion primaria de la enfermedad
cerebrovascular y cardiovascular en un amplio segmento de la poblacion®'. Como muestra,
treinta millones de norteamericanos la toman habitualmente. No s6lo eso: ha demostrado su
utilidad en la prevencion secundaria de accidentes isquémicos recurrentes®. Sin embargo, el
efecto no es igual en todos los pacientes. Las cifras bailan ostensiblemente en la literatura, pero

se calcula que entre 0,4 %-70 % de los pacientes presenta una respuesta antiagregante pobre
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que es denominada sindrome de resistencia a la aspirina®***. Hoy en dia este fenomeno sigue

sin tener criterios que lo definan plenamente, y asi se incluyen diversos efectos:

1. Proteccion frente a complicaciones clinicas tromboticas arteriales.

2. Prolongacion del tiempo de hemorragia.

3. Inhibicién de la sintesis de TX.

4. Produccion de un efecto precoz en una o mas pruebas in vitro de la funcidén

plaquetar, principalmente la agregacion®.

Los parametros de la resistencia a la aspirina no estan totalmente claros para la
comunidad cientifica. Para empezar, algunos autores sugieren que deberia denominarse,
de modo mas exacto, «fallo del tratamiento de la aspirina», dado que no todos los casos de
accidentes aterotromboticos tienen en cuenta el incumplimiento por parte de los pacientes.
Otros prefieren hablar de «no respuesta a la aspirinay, pues abarca asi el fallo de ésta para

inhibir la sintesis de TX y la reduccion de la agregacion.

La resistencia a la aspirina puede ser determinada clinicamente o detectarse en el
laboratorio. El primer caso se refiere a la incapacidad del medicamento para prevenir accidentes
aterotromboticos sintomaticos en pacientes tratados con AAS. El segundo, la resistencia
determinada por pruebas de laboratorio, se define como el fallo del AAS para inhibir la
agregacion plaquetar de modo predecible y medible’’**. Potencialmente tiene un mayor valor
terapéutico, pues los resultados identificarian a los pacientes de riesgo de accidentes vasculares
y permitirian prevenir su morbimortalidad. Las definiciones se refieren tanto a los fracasos de

sus efectos farmacoldgicos como a los de la prevencion de la agregacion plaquetar. Si hablamos
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de los primeros, la resistencia a la aspirina viene definida por la produccion persistente de TXA2
a pesar del tratamiento e implica la presencia de sus metabolitos (TXB2 y 11-dehidro-TXB2)
en sangre u orina*’. La concentracion urinaria de este ultimo, sin embargo, puede aumentar en
pacientes con ictus e IAM*. La persistencia de la agregacion define el fracaso de la inhibicion
plaquetar mediada por la aspirina, que puede deberse a procesos independientes del TXA2. La
«no respuesta a la aspirina» se refiere al fallo de ésta para inhibir la sintesis de TX y reducir
la agregacion, a diferencia de la «resistenciay, pues en ocasiones la aspirina inhibe la sintesis
de TX pero la agregacion persiste. Al hilo de esta cuestion, Weber demostré que existen tres
grupos segun el comportamiento del AAS, para diferenciar «resistencia» de «no respuestan?®,
aunque esta clasificacion se halla limitada por el uso unico de la agregometria como método de
deteccion. Existe actualmente una arbitrariedad franca en los criterios de laboratorio a la hora
de definir la resistencia a la aspirina, y las pruebas tampoco estan protocolizadas. Asi se explica
coémo, utilizando la misma técnica agregométrica, se obtienen porcentajes de resistencia que
varian entre el 5,5 %" y el 75 %*. La definicion de no respuesta a la aspirina basada en la
funcioén plaquetar y no en la concentracion de metabolitos parece ser la mas util, aunque no
puede correlacionarse con la clinica antes de establecerse una relacion con los resultados de
las pruebas realizadas. Es necesario definir los niveles de fallo de la inhibicién plaquetar que
arrojen valores predictivos. Las variaciones porcentuales pueden ser debidas a que existen
diferentes métodos de estudio, distintas definiciones de resistencia y que los tamafios muestrales

son pequefios®.

Gum et al. demostraron, en un estudio prospectivo de enfermedad vascular, que la
respuesta parcial y la no respuesta a la aspirina se asociaban a la edad y al sexo femenino, y
no a la raza, diabetes, recuento plaquetar o hepatopatia*'. El tabaco aumenta los niveles séricos
de fibrindgeno, y existen estudios poco consistentes que lo relacionan con un aumento de la

resistencia®,
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de los test para determinar la resistencia

Ventajas

Desventajas

Produccion de tromboxano

Tromboxano B2 en suero
11 dihidro tromboxano

B2 urinario

Tromboxano dependiente de la
funcion plaquetaria

Agregacion optica o por luz

Agregacion de impedancia
PFA 100 (Platelet Function
Analyser)

RPFA (Rapid Platelet Function
Analyser)

Efecto terapéutico dependiente de la inhibicion de
COX1

Dependiente del efecto terapéutico del acido
acetilsalicilico sobre la COX1
Se correlaciona con eventos clinicos

Estandar de oro
Ampliamente disponible
Correlacionado con eventos clinicos

Requiere poca preparacion de la muestra

Simple

Réapido

Semiautomatico

Correlacionado con eventos clinicos
Simple

Rapido

Semiautomatico

Correlacionado con eventos clinicos

Puede no ser especifico de la plaqueta.
Se requiere experiencia del operador

No es especifico de la plaqueta
Sensibilidad incierta
Reproducibilidad incierta

No evaluado ampliamente

No es especifico

Sensibilidad incierta

Reproducibilidad limitada

Muy laborioso

Resultados dependientes del operador y el intérprete

No es especifico

Dependiente del operador y el intérprete
Dependiente del factor de von Willebrand y del
hematocrito

No es especifico

Sensibilidad y especificidad inciertas

Nota. COX1: ciclooxigenasa 1 (Lugo JJ).

Existen varias pruebas para evaluar la resistencia a la aspirina (tabla 1):

1. Ensayos plaquetares. Al medir la reactividad plaquetar pueden, indirectamente,
cuantificar el efecto antiagregante. Pero muchos estudios determinan una
agregacion plaquetar que puede no ser inducida unicamente por el TXA2. Asi, la
prueba identificaria a un paciente como resistente aunque el efecto se dé porque

la COX1 esté inhibida de modo satisfactorio por el AAS.

2. Tiempo de hemorragia. Da una medida indirecta del tiempo necesario para
formar un trombo cuando se realiza una puncion de dimensiones estandarizadas
en la piel. Es la Uinica prueba realizable in vivo. Cuando los vasos se lesionan,

las plaquetas se adhieren al coldgeno expuesto y al subendotelio vascular. El
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tiempo aumenta en pacientes con plaquetopenia, en alteraciones de la funcion
plaquetar o con la ingesta de AINE, pero no se modifica en hemofilicos (es
independiente de las alteraciones de la coagulacion)’. Su valor oscila entre los
2 y los 9 minutos, segun el test utilizado (Ivy, Template, Template modificado

o Duke).

3. PFA-100 (Analizador de l1a Funcién Plaquetar PQ-100, Dade-Behring. IL.

EUA). Usa citrato como anticoagulante y, posteriormente, la muestra pasa por
un cartucho revestido con un agonista plaquetar (colageno, ADP o epinefrina).
La agregacion tapona el orificio central (figura 6). Asi, mide el cese del flujo
sanguineo en tiempo y valora la hemostasia primaria. Evalta la disfuncion
plaquetar hereditaria, adquirida o inducida por farmacos. Es sencilla, reproducible
y rapida®, y puede ser realizada en ambitos no hospitalarios terciarios y, aunque

no valora el efecto de las piridinas, parece mas sensible que la agregometria*'.

PFA-100

Epinefrina Orificio 150 um
Membrana

Cubierta de colageno

Factor
vian Willebrand

Eritrocito
".:- Plagueta

Flujo

Capilar 200 pum

Figura 6. PFA-100: analizador de la funcion plaquetar PQ-100
(Campuzano-Maya G).
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4. Metabolitos de la aspirina y del TXA2. [.os primeros no se utilizan por la gran
variabilidad individual de su metabolismo. Los segundos no miden directamente
la reactividad plaquetar y, ademds, no son especificos de las plaquetas, pues

monocitos, macrofagos y células endoteliales también los producen.

5. LTA (Agregometria por Transmision de Luz, Accumetrics, CA, EUA). El
agregdmetro mide la densidad Optica del plasma rico en plaquetas obtenido por
centrifugacion, tras la induccién de la agregacion plaquetar por ARA, trombina,
ADP, colageno o epinefrina. Es considerado el patron de oro para monitorizar la
funcion plaquetar®’, aunque no permite estudiar las interacciones entre eritrocitos
y plaquetas al usar plasma rico en éstas. La ergometria por impedancia se basa

en el mismo principio, es mas simple y no requiere centrifugacion.

6. Reactividad plaquetar. Mide laactivacion tras unalesion vascular estandarizada
y mezcla lamuestra con EDTA, donde se disuelven, o con EDTA y formaldehido,
donde permanecen fijas. La centrifugacion hace que las plaquetas inactivas

queden flotando y se recuenta su numero.

7. Citometria de flujo. Utiliza anticuerpos monoclonales. Ha demostrado que
en pacientes que toman AAS se hallan disminuidos la trombopondina, la
GPIIb/IIa, la P-selectina, el complejo ligando-CD40 y los conglomerados de
plaquetas y monocitos*. La P-selectina mide indirectamente la agregacion
plaquetar inducida por ARA. Presenta resultados comparables con la ergometria

en muchos estudios, aunque no en todos*’.

8. RPFA (Rapid Platelet Function Assay, Accumetrics, CA, EUA). La sangre

pasa por un cartucho transparente de fibrindgeno que contiene activadores
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plaquetares como ARA, epinefrina o coldgeno. La transmision de luz varia de

color al formarse trombos.

9. URPFA (Ultegra Rapid Platelet Function Assay, Accumetrics. CA, EUA) v

tromboelastograma. Se trata de técnicas prometedoras, aunque actualmente no

hay resultados concluyentes*.

Como ya se hamencionado, el concepto de resistencia a la aspirina surgi6 al comprobarse
que no todos los pacientes poseian la misma proteccion frente a accidentes vasculares. Se ha
publicado que solo el 22 % presenta ventajas terapéuticas*. Es mas, se ha demostrado una
variacion significativa de la funcion plaquetar en poblaciones de sujetos sanos, con factores de
riesgo, con enfermedad coronaria, periférica y cerebrovascular’. Aunque no esta firmemente

establecida, es muy probable que se multifactorial (tabla 2):

1. Dosis inadecuada. Numerosos estudios han demostrado que 325 mg no
ofrecen niveles de inhibicion de la COX superiores a 8§81 mg pues, como ya
se ha descrito, el proceso es rapido, irreversible y dosis-independiente. Dosis
elevadas parecen proteger en trabajos que usan pruebas de laboratorio, pero esto

no se confirma en los estudios basados en la clinica.

2. Incumplimiento. El 40 % de los pacientes no cumple el tratamiento, y tiene
un mayor riesgo de sufrir episodios cardiovasculares agudos recurrentes®. De
hecho, muchos estudios sugieren que es la principal causa de resistencia®’=%°!,
No existe un patron de oro para evaluar el cumplimiento: la confirmacion verbal
no es fiable, se producen incumplimientos de bata blanca (no identificables con
las mediciones de los niveles plasmaticos de salicilatos, dada la vida media de

la aspirina), y aparece el efecto Pigmalion al saberse observados los pacientes.
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Tabla 2. Causas de resistencia

Resistencia a la aspirina

 Falta de adhesion al tratamiento

» Falla en la absorcion o interaccion

. medicamentosa
Factores clinicos . ,
 Insuficiencia cardiaca

 Liberacion de catecolaminas por ejercicio y/o
estrés

* Generacion de la isoforma de la PGF2

* Trastornos en las insoezimas COX 1y 2
Factores celulares

* Activacion plaquetaria inducida por
eritrocitos

* Polimorfismo de los receptores GPIIb/Illa

Factores genéticos  Polimorfismo del factor de Von Willebrand o
del colageno

Nota. COX: ciclooxigenasa (Lugo JJ).

3. Activacion plaquetar no dependiente del TXA2. Serotonina y trombina

activan las plaquetas por una via independiente de la de la COX1.Y a través de
la COX2 endotelial y del musculo liso se produce TXA2. La COX2, producida
en grandes cantidades en presencia de lesion endotelial®, convierte el ARA
en PGH2, que puede ser transportada a las plaquetas para producir TXA2. La
COX1, ademas, puede regenerarse en macréfagos y células endoteliales para

perpetuar la produccion de TXA?2.

4. Aumento de la reactividad plaquetar. Varios factores pueden contribuir
como, por ejemplo, la interaccion entre eritrocitos y plaquetas, pues los

primeros aumentan la produccion de factores esenciales en la formacion del
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trombo (TXB2, serotonina, ADP y betatromboglobulina). Los polimorfismos
de la subunidad IlIa del receptor de la GPIIb/Illa se asocian a un incremento en
la formacién de trombina y a una disminucion del umbral de activacion. Estan
presentes en un 20-30 % de la poblacion europea, y podrian beneficiarse de un
aumento de la dosis antes que del cambio por otro antiagregante, al igual que
los pacientes con polimorfismos de COX1, COX2 y TXA2>. La elevacion de
PGF2 alfa aumenta la respuesta plaquetar y produce vasoconstriccion. Y, por
ultimo, un aumento de la sensibilidad de las plaquetas al colageno, un agonista
plaquetar, la elevacion del FvW, noradrenalina, lipidemia y ADP producen un
aumento de la reactividad. El uso de otra terapia antiagregante concomitante y

las medidas higienicodietéticas se erigirian en baluartes del tratamiento®>>.

5. Aumento del recambio plaquetar. Ocurre como respuesta a arteriosclerosis
activa, y en hemorragias y cirugias®. Los pacientes que recibieron AAS diario
tras una derivacion coronaria mostraron una inhibicion de la sintesis de TX
del 30-50 %, porcentaje notablemente inferior al 94 % que presentaron los
voluntarios sanos. El aumento de la renovacion plaquetar podria generar un
aumento de la fraccion de plaquetas capaces de formar TX entre los intervalos
de las dosis. También en este caso parece que existiria un mayor beneficio al

aumentar la dosis de antiagregacion o al incrementar las dosis®.

6. Rutas alternativas en la produccion de TXA2. La enzima esta presente no

solo en monocitos, megacariocitos y macrofagos, sino también en las plaquetas
inmaduras®’. Por ello, el TXA2 se encuentra elevado en procesos en los que
estas células estan presentes en grandes cantidades: accidentes aterotrombdticos
o IAM. Por otro lado, se han publicado mutaciones genéticas que reducen su

afinidad por la aspirina®. Los pacientes con una COXI1 regenerada pueden
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presentar una mayor activacion en sus megacariocitos con la toma prolongada
de AAS (taquifilaxia)’’. La COX2 no suele hallarse en las plaquetas, pero puede
aparecer tras su activacion por factores de crecimiento y mediadores de la
inflamacion, especialmente en la placa ateromatosa. Asi, el TXA2 sintetizado
por la COX2 puede ser causa de resistencia plaquetar. Pueden también adquirir

PGH2, precursora de los TX, a través de monocitos y macrofagos®’.

7. Variaciones farmacocinéticas y farmacodindamicas. La absorcion se produce

en el estbmago y en el intestino delgado proximal y esta influida por el pH,
de modo que la medicacion antidcida acelera la absorcion y la comida la
retrasa. E1 AAS es destruido por enterasas intestinales, eritrocitos, hidrolasas
y hepatocitos®. Ademas, ya se ha mencionado que varios farmacos aumentan
su concentracion plasmatica al competir por los mismos receptores. Los AINE
son un caso particular, pues producen, a diferencia del AAS, una inhibicién
reversible de la COX1, lo que explica su efecto a corto plazo. Bilirrubina y dcido
urico provocan el mismo fendmeno. Los inhibidores selectivos de la COX2, sin
embargo, no plantean este problema®'. El pH urinario acido también eleva los

niveles de AAS, al enlentecer la eliminacion de los metabolitos?®”.

8. Tabaco. Como ya se ha mencionado, algunos estudios sugieren que produce
resistencia debido a sus propiedades procoagulantes. Por otro lado, favorece el

recambio plaquetar.

9. Tiempo. Helgason et al. publicaron un estudio en el que se demostré que
algunos pacientes pasaban de una respuesta completa de inhibicion a otra parcial
tras seis meses de terapia*’. Andersen et al. cifraron en un 10 % el porcentaje

de pacientes resistentes tras cinco meses de tratamiento®. Se ha confirmado
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una pérdida de la eficacia en terapias prolongadas, especialmente mayores de
500 dias. Incluso a niveles diarios se ha demostrado que el efecto es mayor
a las dos horas de su administracion que a las 12 y a las 24 horas®. Por todo
ello, es altamente recomendable un control periddico durante varios meses para

comprobar su eficacia.

10. Catecolaminas. El estrés y el ejercicio aumentan sus niveles y conducen a un
estado protrombdtico. La agregacion plaquetar catecolaminérgica no se inhibe
con AAS, lo que también ocurre con la actividad deportiva. En ambos casos,
la serotonina, el aumento del gasto cardiaco y los cambios del flujo sanguineo
pueden generar un estado protrombotico de las catecolaminas, con lo que
beneficios incuestionables quedarian en entredicho y darian paso a unas lineas

de investigacion inéditas®.

11. Falta de consenso en su definicion. Las prevalencias varian notablemente
segun la técnica aplicada: 1-56 % (PFA-100), 7-27 % (RPFA) y 0,4-70 % (LTA).
Independientemente de la prueba de laboratorio utilizada, parece evidente que el
efecto del AAS varia en funcion del individuo, e incluso en el mismo individuo

en funcion del tiempo®’.

3.5. Polimorfismos y resistencia
Aunque ya se han mencionado anteriormente, merecen una consideracion especial. La

membrana plaquetar contiene receptores transmembrana glucoproteicos, altamente polimorficos

y codificados por dos 0 mas isoformas alélicas. Los polimorfismos de un solo nucle6tido (PSN)
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son contribuyentes importantes de la reactividad plaquetar residual en pacientes con resistencia
a la aspirina, de modo que pueden alterar su estructura y modificar asi su funcion biolodgica.
Diversos estudios han publicado que un 30 % de la reactividad plaquetar es debido a factores

hereditarios®.

1. GPIIb/IIIa. Como ya se ha citado, los polimorfismos de esta integrina se
relacionan con un aumento del riesgo de trombosis. El PSN rs5918, consistente
en una mutacion de leucina por prolina en el aminoacido 33, se ha relacionado
no solo con enfermedad cardiovascular, sino también con la ruptura de la placa

ateromatosa e ictus isquémico®.

2. GPIa/llay GPVI. Se trata de los receptores del coldgeno mas importantes y se
han relacionado con la atenuacion del efecto antiagregante de la aspirina. Aunque
varios polimorfismos se asocian a la resistencia, algunos trabajos presentan
resultados opuestos. Sokol et al. encontraron una relacion entre rs1671153 y

agregacion plaquetar en situaciones de aborto espontaneo®.

3. EvW. Producido por endotelio y megacariocitos y transportador del FVIII,
media la adhesion de las plaquetas al endotelio lesionado. EL PSN rs1063856
se ha asociado a una actividad procoagulante en una poblacidén espanola a
través del ttPA, y a un aumento del riesgo de TVY. Sin embargo, la evidencia
mas importante fue la que relaciond, en un metaanalisis, el PSN rs6065 e ictus

isquémico®.

4. COX2. Aparece elevada en ambientes de estrés oxidativo e inflamacién, aunque
raramente se halla en condiciones fisiologicas en la mayoria de las células®. Sus

polimorfismos se han asociado a trombosis e inflamacion.
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5. P2Y1y P2Y12. Pertenecen a la familia de los receptores acoplados a GP, y sus

polimorfismos se han podido relacionar con una reactividad plaquetar residual ™.

6. Receptor del TXA2. Se ha sugerido su implicacion en procesos como isquemia

cerebral y agregacion plaquetar’'.

A pesar de todos estos trabajos, sin embargo, solo se ha podido demostrar una evidencia

2B (moderada) en la relacion de los PSN rs6065 y rs10306114 con la resistencia a la aspirina.

3.6. Inflamacion y resistencia

La inflamacién es una compleja reaccion bioldgica de los tejidos vascularizados a
estimulos patoldgicos en la que aparecen células inmunes, vasos y mediadores. Tiene un papel
predominante en la trombosis y en todas las fases de la arteriosclerosis al promover la ruptura
de la placa®. Las plaquetas pueden ser factores amplificadores de los procesos inflamatorios al
liberar mediadores e inducir la expresion de los receptores de esos mediadores en monocitos
y granulocitos. Por otra parte, estudios recientes sugieren que las plaquetas desencadenan
la formacion del trombo al iniciar la respuesta inflamatoria, la cual reduce el efecto de la
aspirina’™. La disfuncion endotelial en pacientes con inflamacion o estrés oxidativo se asocia a
la supresion de PGI2 y ON, lo que contribuye a la resistencia a la aspirina”. Las plaquetas, aun
siendo anucleadas, pueden sintetizar de forma muy limitada proteinas de novo, ya que poseen
residuos ribosomales y de ARNm, por lo que podrian regenerar COX1 de novo en respuesta
a determinados estimulos. Asi, la aspirina a dosis bajas no suprime de modo persistente la

sintesis de TXA27.
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3.7. Resistencia en el sindrome metabdélico

Se trata de una alteracion del uso y almacenamiento de energia, y se asocia a obesidad,
dislipemia, hiperglucemia e hipertension. Se considera un factor de riesgo independiente y
predictor de enfermedad vascular. Entre sus complicaciones destacan inflamacién y disfuncion
endotelial”®. La diabetes mellitus aumenta el estrés oxidativo y la formacion de microparticulas
plaquetares, por lo que éstas forman agregados mas facilmente, lo cual favorece un estado
protrombotico. La aspirina presenta menos eficacia en la prevencion primaria de enfermedad
aterotrombdtica en estos pacientes. Ademas, existe una activacion plaquetar persistente y se ha

publicado un aumento de la resistencia a la aspirina en pacientes diabéticos’®.

La homocisteina se asocia a trombosis, ictus y cardiopatia isquémica, por lo que
contribuye a la resistencia. Se ha sugerido que puede ser factor de riesgo en la resistencia y que

podria actuar como sensibilizador especifico de las plaquetas’”.

Finalmente, la obesidad central presenta una amplia variedad de disfunciones en la
adhesion, agregacion y sensibilidad plaquetares, hechos que se suman a la elevada concentracion
de factores protromboéticos (fibrindgeno, FvW y FVIII) y al aumento en la actividad de los

monocitos’s.

3.8. Impacto clinico y terapéutico de la resistencia

Existen evidencias de que los pacientes resistentes segun pruebas de laboratorio

presentan un mayor riesgo de tromboembolias. En un estudio prospectivo, durante dos anos de
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seguimiento a 326 pacientes que tomaban 325 mg diarios de aspirina, 17 (5,2 %), que fueron
definidos como resistentes mediante la agregometria, presentaron un mayor riesgo relativo de
muerte, IAM o accidente cerebrovascular respecto a pacientes sensibles (24 % vs. 10 %)™.
A pesar de la contundencia que arrojan estos resultados, hay que decir que la agregometria
presenta sus propias limitaciones y que se trataba de una muestra pequeia, lo que se reflejo en

un amplio intervalo de confianza.

El 60% de los pacientes con enfermedad arterial periférica que fue sometido a
angioplastia presento resistencia y un riesgo aumentado (87 %) de padecer una reoclusion
arterial durante los dos afios siguientes. En el grupo de pacientes sensibles no se objetivo

ninguna reobstruccion®.

En otro estudio, esta vez de casos y controles, se hallaron concentraciones urinarias
elevadas de metabolitos de TXA?2 en pacientes que sufrieron accidentes vasculares. Es mas, los
pacientes situados en el cuarto con valores mas elevados (lo que sugeria un fracaso importante
de la aspirina para reducir la produccion de TX), duplicaban el riesgo de IAM, y multiplicaban

por 3,5 el de muerte por causa cardiovascular®.

Por otro lado, se han publicado trabajos en donde no se aprecian diferencias significativas
en los resultados clinicos obtenidos. Como muestra, Butchanan et al. no pudieron demostrar
un riesgo mayor de accidentes tromboticos en los no respondedores®’, y Andersen et al. so6lo

hallaron una tendencia ascendente en estos tras cuatro afos de seguimiento®.

Hoy en diauna de las cuestiones a plantear mas importantes es si el hallazgo de resistencia

segun las pruebas de laboratorio implica fallo clinico. La resistencia se ha asociado al sexo
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masculino y afectacion renal, y presenta un riesgo aumentado de muerte, sindromes coronarios
agudos, fallo del tratamiento quirtrgico y nuevos episodios cerebrovasculares®. En ese mismo
estudio, ademas, la resistencia afectaba negativamente al pronostico y el riesgo aumentado
no se reducia con tratamientos antiplaquetares concomitantes. En la misma direccion, en otro
metaanalisis, la odds ratio de padecer efectos clinicos en pacientes resistentes sin cirugia
intervencionista fue de 4,37, y de 3,78 en pacientes sometidos a dicho tratamiento tras un

primer episodio cardiovascular®.

El 16 % de los pacientes sometidos a endarterectomia carotidea con tratamiento diario
de 100 mg de aspirina result6 ser resistente aplicando el PFA-100 y, sin embargo, la citometria
de flujo presentd a todos los pacientes como sensibles*’. Por otro lado, mas de la mitad de
los pacientes que se sometieron a la misma cirugia con 150 mg de AAS previos durante dos
semanas tenia una reactividad plaquetar intraoperatoria elevada. Este fenomeno, determinado
con agregometria con ARA, revertia espontaneamente poco después de la cirugia®*. En la
misma linea, existe un aumento de la reactividad plaquetar en las primeras cuatro horas del
postoperatorio de una angioplastia de extremidades inferiores que no es debida al aumento de
ADP, trombina o epinefrina. Esto podria justificar el aumento del riesgo de afectacion cardiaca

perioperatorio en pacientes sometidos a cirugia vascular®.

Si bien Mueller et al. hallaron un 60 % de pacientes resistentes usando la LTA, y hasta
un 8 % de reoclusiones en 100 pacientes claudicantes sometidos a angioplastia percutanea y
en tratamiento con 100 mg de AAS durante 18 meses, Ziegler ef al., en un estudio de poca
potencia estadistica, publicaron un 9,6 % de resistencias usando el PFA-100 en los pacientes
sometido un afio antes a angioplastia y antiagregados. Curiosamente, no se correlaciond con
reoclusion en el caso de los que tomaron AAS, todo lo contrario de lo que sucedid con los

resistentes a clopidogrel®S.
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3.9. Manejo de la resistencia

Una leve mejora en la eficacia del tratamiento, dados el alcance de la enfermedad
cardiovascular y el uso tan extendido de la aspirina, conllevaria un gran impacto en la
morbimortalidad y en la prevencion de accidentes vasculares a nivel mundial. A la hora de

encarar la resistencia a la aspirina existe una problematica multifactorial:

1. La evaluacion rutinaria con pruebas de laboratorio de la respuesta plaquetar no

esta justificada en todos los pacientes®’.

2. Hay una falta de consenso a la hora de definir con exactitud la resistencia a la
aspirina. Esincorrecto considerar atodos los pacientes con clinica aterotrombdtica
siguiendo una terapia antiagregante, resistentes. Seria mas correcto hablar de

fracaso terapéutico®.

3. Los estudios realizados utilizan diferentes técnicas de laboratorio cuyos
resultados no se correlacionan entre ellos. Muchos estudios han usado test
inespecificos que identifican a pacientes con aumento de reactividad plaquetar
residual, lo cual no es necesariamente debido a los antiagregantes. Hace falta
una prueba rapida, sencilla, asequible, facilmente interpretable y con mayores

valores predictivos®.

4. Muchos trabajos no poseen una potencia estadistica adecuada para extraer
conclusiones contundentes debido, por ejemplo, a un tamafio muestral pequefio

0 a una valoracion inadecuada de factores confusionales.

5. Los mecanismos biologicos son multifactoriales y no totalmente conocidos.
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6. La existencia de la problemadtica descrita dificulta notablemente la instauracion

de pautas a seguir.

Por todo ello, actualmente la mejor opcidn para combatir la resistencia se basa en el
control de todos aquellos factores modificables, como el exacto cumplimiento del tratamiento,
las interacciones farmacoldgicas, las comorbilidades, la abstinencia de tabaco y el uso de dosis
mayores de AAS (325 mg) durante un accidente coronario agudo y tras procesos terapéuticos de
revascularizacion. Si, a pesar de estas medidas aparece clinica, hay que considerar tratamientos

alternativos para sustituir o complementar al AAS?":

1. Piridinas (ticlopidina, clopidogrel). Son antagonistas de los receptores de ADP.

Las plaquetas resistentes al AAS han demostrado ser mas sensibles al ADP*.

2. Inhibidores de la fosfodiesterasa (dipiridamol).

3. Inhibidores de las ultimas fases de la agregacion (abuximad, tirofiban,

eptifibatida).

En aquellos pacientes de alto riesgo con resistencia documentada, y tras correccion de
los factores anteriormente descritos, la opcion siguiente podria ser el uso de clopidogrel, que ha
demostrado ser tan efectivo como la aspirina en enfermedades coronarias y cerebrovasculares,
ya que es mas eficaz la combinacion de antiagregantes que el uso unicamente del AAS en
estos casos’'. El clopidogrel consiguio una reduccion del 7-8 % del riesgo relativo de ictus
recurrente, IAM o muerte por accidente vascular comparado con la aspirina, y de un 20 % si
se tomada combinado con aspirina, en comparacion con la toma solamente de ésta. A pesar de
que el riesgo de hemorragia aument6 con la doble antiagregacion (3,7 % vs. 2,7 %), no hubo

diferencias significativas en la mortalidad por ella®>. Por su lado, la ticlopidina ha demostrado

53



La respuesta de la plaqueta a la aspirina determina la capacidad apoptética plaquetar

reducir la tasa de recurrencia de accidentes isquémicos transitorios en los pacientes en los que

la aspirina no fue efectiva®.
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4. HIPOTESIS
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La resistencia plaquetar a la aspirina es un problema clinico que conlleva un mayor
riesgo de sufrir un evento tromboético agudo que las personas con plaquetas sensibles. Se han
postulado diferentes mecanismos para intentar explicar la existencia de una mala respuesta

antitrombotica a la aspirina.

Uno de los factores que se ha intentado relacionar con la resistencia de las plaquetas a la
aspirina es la posible heterogeneicidad de las plaquetas en estos individuos. Ademas, estudios
previos de nuestro grupo han demostrado que las plaquetas resistentes expresan proteinas
constitutivas relacionadas con el metabolismo energético, el estrés oxidativo y el citoesqueleto
plaquetario de forma diferente que las plaquetas sensibles a la aspirina. Como las plaquetas
son células anucleadas con una capacidad muy reducida para sintetizar proteinas de novo, estas
diferencias en el contenido proteico entre plaquetas sensibles y resistentes a la aspirina puede

producirse desde la generacion de las plaquetas diferentes por los megacariocitos.
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1. Determinar si megacariocitos estimulados para producir plaquetas generan plaquetas
diferentes en presencia o ausencia de aspirina, en términos de expresion y capacidad de generar
moléculas asociadas a los mecanismos de estimulacion e inhibicidon plaquetarios (TXA2), y de

la sintesis de ON y de proteinas relacionadas con el estado oxidativo.

2. Evaluar si con la presencia de aspirina los megacariocitos generan plaquetas diferentes

en relacion con mecanismos proapoptoticos.

3. Analizar en plaquetas resistentes y sensibles a la aspirina si existen diferencias en la

expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis.

4. Establecer en una situacion experimental de estimulacion de la actividad plaquetaria
si las plaquetas sensibles o resistentes a la aspirina pueden tener una activacion diferente de la

respuesta apoptotica.
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6. MATERIAL Y METODOS
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Los experimentos in vitro de plaquetas se realizaron utilizando las células Meg-01
(Sigma-Aldrich, MO, EUA), pertenecientes a una linea celular de leucemia megacariobléstica
humana usada de modo generalizado como modelo de megacariocitos humanos. Por ello, los

términos células Meg-01 y megacariocitos se consideran sindbnimos en el texto.

En respuesta a diversos estimulos, las células Meg-01 dan lugar a plaquetas que son
definidas como particulas platelet-like (PPL)*. Estas, generadas a partir de células Meg-01
estimuladas, han demostrado compartir similitudes con plaquetas humanas®“. 6 cultivos
diferentes de células Meg-01 crecieron en un medio RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, MA, EUA) con suplemento de suero bovino fetal al 10 %, L-glutamina (5 mmol/l),
antibiotico y CO, atmosférico al 5 % a 37 °C. Antes de comenzar ¢l trabajo, las células Meg-01
fueron sincronizadas con suero bovino fetal ascendente al 5 % durante 24 horas. Para estimular
la maduracion de los megacariocitos para formar PPL, las células Meg-01 fueron incubadas
en 10 nmol/l de forbol 12-miristato-13-acetato (PMA) durante 72 horas. En algunas muestras
se afiadid AAS a 0,33 mmol/l. Su concentracion fue similar a la encontrada en el plasma de

pacientes que lo tomaban a bajas dosis”’.

72 horas después de afiadirse PMA las preparaciones se centrifugaron a 900 r. p. m.
durante 15 minutos. Los sobrenadantes fueron centrifugados de nuevo a 2000 r. p. m. el mismo
tiempo. Como en publicaciones previas®®®, con el analisis de citometria de flujo las PPL fueron
etiquetadas positivamente por el marcador plaquetar CD61 y se mostraron mas pequefias que
las células Meg-01 (figura 7). Considerando el tamafio, la pureza de las PPL oscilaba alrededor

de un 92 %, cifra similar a las obtenidas en otros estudios®.
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Figura 7. Citometria de flujo para identificar la presencia de particulas platelet-like (PPL) en las muestras. A la

izquierda se aprecia la muestra de PPL y, a la derecha, la de megacariocitos.

6.1. Expresion proteica

Aligual que en otros trabajos, el nivel de expresion de diferentes proteinas fue evaluado
mediante la técnica de Western blot. Para ello, 20 pg de proteinas totales de PPL, estimados
mediante un reactivo de acido bicinconitico (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) fueron
desarrollados en SDS/PAGE al 15 %'%. Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con
anticuerpos monoclonales contra ON sintasa 3 (ONS3) (dilucioén 1/1500; sc-653, Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA)y Bak (dilucion 1/1000; Y164, Abcam, RU) y anticuerpos policlonales
contra el receptor de TXA2 (dilucion 1/1500; sc-18377, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA),
Bax (dilucion 1/500; PC66, Oncogene Research Products, CA, EUA), Mn-superoxido (SO)
dismutasa (SOD) mitocondrial (dilucién 1/1000; sc-30080, Santa Cruz Biotechnology, CA,
EUA) y la subunidad gp91-phox de la NADPH oxidasa (dilucion 1/1000; sc-5827, Santa Cruz
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Biotechnology, CA, EUA). Un anticuerpo monoclonal antibetaactina (dilucion 1/7500; A-5441,
Sigma-Aldrich, MO, EUA) se utilizd como control para la carga proteica. En este punto, las
membranas de nitrocelulosa fueron reveladas con Ig G contra la peroxidasa conjugada de
conejo (con diluciones 1/2500 para ONS3, 1/2000 para SOD, 1/500 para Bax), Ig G contra la
peroxidasa conjugada caprina (dilucién 1/2000 para gp91-phox, Bak y el receptor de TXA2)
e Ig G contra la peroxidasa conjugada de raton (dilucion 1/7500 para betaactina). La sefal
proteica se obtuvo con reactivos quimioluminiscentes (ECL, GE Heatlhcare, RU) que fueron
sometidos a analisis densitométricos utilizando un transiluminador (Gel Logic 440 Imaging

System, Kodak, NY, EUA).

6.2. Medicion de nitrito + nitrato y TXA2

La liberacion de nitritos y nitratos (como estimacion indirecta de ON) de las PPL y el
TXB2 contenido en ellas (el TXB2 es el principal metabolito del TXA2) fueron medidos en
PPL mantenidas durante 20 minutos en continuo movimiento (a 1000 r. p. m.) a 37 °C. Tras
la incubacion, fueron centrifugadas a 2500 r. p. m., a 4 °C, y residuos y sobrenadante fueron

almacenados a -80 °C hasta que se determinaron los parametros.

La medicion de nitrito + nitrato en las PPL sobrenadantes se obtuvo utilizando un
equipo de ensayo colorimétrico (78001, Cayman Chemical Company, MI, EUA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los coeficientes de variacion inter- e intraensayo fueron,

respectivamente, 2,7 %y 3,7 %.
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El contenido de TXB2 en las PPL fue determinado con un equipo enzimatico comercial
(Amersham Biosciences, Suecia). Las variaciones inter- e intraensayo fueron, a su vez, 11,9 %

y 5,6 %.

6.3. Actividad de la caspasa-3

Para su medicion se usaron 250 pg de proteina plaquetar por muestra. Su actividad se
determind con un equipo comercial colorimétrico (dilucion 1/1000; ab39401, Abcam, RU).
Este se baso en la deteccion del croméforo p-nitroanilina, siguiendo las instrucciones del
fabricante y, tal como especificaba, la actividad de la caspasa-3 se expresé en unidades de

densidad optica (DO) a 405 nm.

6.4. Determinacion de la liberacion de citocromo c al citosol

Debido al relativamente bajo nivel del citocromo ¢ citosélico en las plaquetas no se
podia utilizar la técnica de Western blot para su identificacion. Por ello, se uso un analisis Dot
blot: los estractos citosolicos plaquetares se obtuvieron con un equipo comercial (Catalog #
8987, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA), el cual permite una separacion de mitocondria y

citosol.

De modo similar a otros trabajos publicados, el analisis Dot blot se consigui6 al cargar
2,5 ng de proteinas citosolicas totales en membranas de nitrocelulosa!® %!, las cuales fueron

posteriormente bloqueadas con albumina de suero bovino al 5% p/v y, tras lavado, fueron

63



La respuesta de la plaqueta a la aspirina determina la capacidad apoptética plaquetar

incubadas con un anticuerpo policlonal anticitocromo ¢ (dilucién 1/1000; ab90529, Abcam,
RU). Las membranas fueron incubadas tras ello con Ig G anti peroxidasa conjugada de raton y

desarrolladas mediante quimioluminiscencia.

6.5. Pacientes con plaquetas sensibles y resistentes al AAS

24 pacientes caucasicos con isquemia coronaria clinicamente estable que tomaban AAS
fueron incluidos en el estudio. Se dividieron en dos grupos, resistentes (n = 11) y sensibles
(n = 13), segun la funcionalidad de las plaquetas demostrada por el PFA-100'2, Dicha prueba
ha sido ampliamente utilizada para determinar la respuesta plaquetar al AAS'>1% y ya se
ha comentado anteriormente que varios trabajos han concluido que pacientes con plaquetas
resistentes al AAS tienen un mayor riesgo de accidentes cardiovasculares que aquellos que

poseen plaquetas sensibles!'®.

Los pacientes incluidos en el estudio tomaron 100 mg de AAS cada 24 horas durante,

como minimo, los nueve meses previos. Por otra parte, los criterios de exclusion fueron:

1. Aparicion de un accidente cardiovascular agudo durante los nueve meses

anteriores a la inclusion.

2. Terapia antitrombotica distinta al AAS.

3. Ingesta de AINE en los 30 dias previos.

4. Tratamiento con nitratos.
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5. Cancer o enfermedad inflamatoria.

6. Trombocitopenia, anemia o creatinina plasmatica superior a 2 mg/dl.

Para las pruebas del PFA-100 se utilizaron cartuchos con membranas cubiertas de
colageno con epinefrina infundida. El tiempo necesario para la oclusion de una pequena
apertura (150 um) realizada en la membrana se define como el tiempo de cierre (TC) y es
indicativo de la funcion plaquetar de toda la muestra sanguinea. Siguiendo estudios previos!'®?,
y en consonancia con el fabricante, los valores comprendidos entre 93 y 193 identificaron a los

pacientes con resistencia al AAS. Los pacientes sensibles presentan cifras superiores.

En linea con otras publicaciones!'®!1%, s6lo los pacientes con un rango similar de TC en
la inclusion y una hora después de la toma de 100 mg adicionales de AAS fueron incluidos en

el estudio.

Las muestras sanguineas se colocaron en tubos con un 10 % p/v ACD obtenidas tras una
venopuncion antecubital realizada por la mafana, 2-4 horas tras la toma de AAS. Los primeros
3-4 ml se desecharon para disminuir la activacion plaquetar espontanea. El estudio se realizo
siguiendo fielmente la Declaracion de Helsinki, y el Comité Etico local aprobé su ejecucion

(C. 1. 12/163-E). Finalmente, todos los pacientes firmaron un consentimiento informado.

6.6. Analisis estadistico

Los valores se expresan como media + error estdndar de la media. Para comparar las

variables entre los grupos se utiliz6 la U de Mann-Whitney. Se realizé un andlisis lineal de
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regresion para determinar si en los experimentos con las plaquetas obtenidas la edad podia
ser un factor de confusion. Las variables dependientes fueron la expresion de Bax y Bak, la
actividad de la caspasa-3 y los niveles citosolicos de citocromo c. La respuesta plaquetar al
AAS se considerd una variable independiente y la edad se utiliz6 como covariante. El analisis
estadistico se elaboré mediante software SPSS 22.0. Por ltimo, se considero estadisticamente

significativo un valor p < 0,05.
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7.1. Contenido y receptores de TXA2 y expresion de ONS3 en plaquetas

neoformadas

El contenido de TXA2 en PPL no fue diferente en las PPL neoformadas a partir de las
células Meg-01 estimuladas en presencia de AAS en comparacion con las incubadas en su

ausencia. El nivel de expresion del receptor de TXA2 fue similar en ambos grupos (figura 8).
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Figura 8. Contenido de tromboxano A2 (TXA2)y liberacion de 6xido nitrico medido
como nitrito + nitrato por las particulas platelet-like obtenidas de megacariocitos

incubados en presencia o ausencia de acido acetilsalicilico (AAS).
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Sin embargo, PPL formadas de novo a partir de células Meg-01 expuestas al AAS
mostraron una mayor expresion significativa de proteina ONS3 que las PPL derivadas de
células Meg-01 no expuestas (figura 9). Ello se acompaiio, a su vez, de un contenido mayor de
nitrito + nitrato en el sobrenadante de las PPL formadas a partir de células Meg-01 incubadas

en AAS.
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Figura 9. Expresion del receptor del tromboxano A2 (RTXA2) y de 6xido nitrico
sintasa 3 (ONS3) en particulas platelet-like obtenidas de megacariocitos expuestos y

no expuestos al acido acetilsalicilico (AAS).
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7.2. Expresion del estrés oxidativo y de proteinas proapoptdticas asociadas

en las plaquetas neoformadas

Los test de Western blot revelaron que las nuevas PPL generadas a partir de células
Meg-01 incubadas en ausencia de AAS poseian una concentracién superior de gp91-phox
NADPH oxidasa y menor expresion de SOD mitocondrial que las PPL derivadas de células
Meg-01 incubadas con AAS. Estas a su vez evidenciaron un contenido superior de proteinas
apoptéticas como Bax y Bak que las PPL formadas a partir de células Meg-01 no expuestas al

AAS (figura 10).
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Figura 10. Expresion de superoxido dismutasa (SOD), Bax, Bak y gp91-phox
NADPH oxidasa en particulas platelet-like obtenidas de megacariocitos expuestos y

no expuestos al acido acetilsalicilico (AAS).
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Por otra parte, la actividad de la caspasa-3 fue similar en ambos grupos (en DO a 405 nm:
-AAS: 0,17 + 0,04, +AAS: 0,17 + 0,0; p NS). Es mas, en las PPL formadas de novo los niveles
de citocromo ¢ fueron practicamente indetectables en el citosol plaquetar independientemente

de su origen (figura 11).
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Figura 11. Liberacion de citocromo ¢ en el citosol en particulas platelet-like
obtenidas de megacariocitos expuestos y no expuestos al acido acetilsalicilico
(AAS).
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7.3. Proteinas proapoptoticas en plaquetas sensibles y resistentes al AAS

Como ya se ha comentado en el apartado Material y Métodos, se selecciono6 a un grupo
de pacientes con isquemia coronaria estable tratada con 100 mg de AAS durante al menos los
anteriores nueve meses. Sus plaquetas se clasificaron mediante pruebas con el PFA-100 como
sensibles (n = 13) o resistentes (n = 11). Las plaquetas sensibles mostraron una prolongacion
significativa del TC respecto a las resistentes. Las caracteristicas clinicas y los tratamientos

farmacoldgicos de ambos grupos se detallan en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes de los que se obtuvieron plaquetas

sensibles y resistentes al acido acetilsalicilico (AAS)

Sensibles (n = 13) Resistentes (n=11)
PARAMETROS CLINICOS

Edad (afios) 70719 77.5+1.2%
Género (masculino/femenino) 13/0 10/1
Valores del TC (s) 294,38 + 6,01 116.33 +9.57*
Hipertension n (%) 7 (53.9) 4 (36.4)
Hiperlipemia n (%) 9(69.2) 7 (63.6)
Diabetes mellitus n (%) 6 (46.2) 6 (54.5)

TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Aspirina n (%) 13 (100) 11 (100)
Betabloqueantes n (%) 11 (84.6) 8(72.7)
Inhibidores de la ECA n (%) 7 (53.9) 5 (45.5)
Estatinas n (%) 13 (100) 11 (100)

Nota. Los resultados se hallan expresados como media + error estandar de la media

(unidades). * p < 0,05 respecto a los pacientes sensibles al AAS. TC: tiempo de cierre.

La edad fue ligeramente mayor en los pacientes con plaquetas resistentes al AAS. Sin

embargo, no se hallaron diferencias en los parametros restantes que comparaban ambos grupos.
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Aparentemente, las plaquetas sensibles evidenciaron un contenido superior de la
proteina Bax que las resistentes. Sin embargo, cuando los valores fueron ajustados segun la
edad la significacion estadistica desaparecio. El contenido de la proteina Bak, otra proteina
apoptotica, fue también mayor en las plaquetas sensibles, pero a diferencia de la proteina Bax,

en este caso la significacion estadistica se mantuvo tras ajustar la edad (figura 12).
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Figura 12. Expresion de proteinas proapoptoticas en plaquetas

sensibles y resistentes al acido acetilsalicilico (AAS).

La actividad de la caspasa-3 fue similar en ambos grupos (en DO a 405 nm: sensibles al

AAS: 0,12 + 0,02, resistentes al AAS: 0,13 + 0,02; p NS) y no se modifico tras ajustar la edad.
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A la luz de estos resultados paraddjicos que demostraban que en las plaquetas sensibles
la mayor expresion de proteinas proapoptdticas no se acompafiaba de cambios en la actividad
de la caspasa-3, se penso en la posibilidad de que el estado apoptoético pueda ocurrir bajo
condiciones de apoptosis plaquetar facilitada. Por ello, un subgrupo de plaquetas obtenidas por
nuevos pacientes sensibles (n = 8) y resistentes (n = 6) fue seleccionado y sus PPL incubadas
durante 60 minutos con ion6foro de calcio (A23187) (10pumol/l) a una temperatura de 37 °C y
en movimiento continuo a 1000 r. p. m. (tabla 4). So6lo se hall6 una diferencia significativa en

la edad si exceptuamos el TC, obviamente superior en los pacientes sensibles.

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes con plaquetas sensibles y resistentes al dacido

acetilsalicilico (AAS) usadas en experimentos realizados con ionoforo de calcio

Sensibles (n = 8) Resistentes (n = 6)
PARAMETROS CLINICOS
Edad (afios) 64.5+4.5 72.8+5.1%
Género (masculino/femenino) 8/0 5/1
Valores del TC (s) 300.00 £ 0.00 125.80 £ 7.97*
Hipertensién n (%) 5(62.5) 3(50.0)
Hiperlipemia n (%) 6 (75.0) 5(83.3)
Diabetes mellitus n (%) 6 (75.0) 6 (100)
TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
Aspirina n (%) 8 (100) 6 (100)
Betabloqueantes n (%) 7 (87.5) 5(83.3)
Inhibidores de la ECA n (%) 5(62.5) 5(83.3)
Estatinas n (%) 8 (100) 6 (100)

Nota. Los resultados se hallan expresados como media + error estandar de la media

(unidades). * p < 0,05 respecto a los pacientes sensibles al AAS. TC: tiempo de cierre.

La estimulacion con ionoforo de calcio increment6 la actividad de la caspasa-3 en los
pacientes sensibles al AAS. Esta diferencia significativa se mantuvo tras el ajuste de la edad.
Resultados similares se observaron en los niveles citosolicos de citocromo c. Al inicio no hubo

diferencias entre pacientes sensibles y resistentes. Sin embargo, a los 60 minutos las plaquetas

74



La respuesta de la plaqueta a la aspirina determina la capacidad apoptética plaquetar

de pacientes sensibles presentaron niveles mayores, lo cual también se mantuvo tras el ajuste

por edad (figura 13).
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Figura 13. Actividad de la caspasa-3 y contenido citosolico de citocromo ¢ en plaquetas

sensibles y resistentes al acido acetilsalicilico (AAS) estimuladas con iondéforo de calcio.
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La primera parte de este estudio demuestra, por primera vez, que las plaquetas formadas
de novo a partir de megacariocitos expuestos a baja concentracion de AAS, similar a la obtenida
en pacientes cardiovasculares tratados cronicamente con éste’’, poseen una concentracion de
la proteina ONS3 superior respecto a las PPL derivadas de megacariocitos no expuestos a la
aspirina. Es mas, las PPL obtenidas de megacariocitos incubados con AAS también mostraron
diferencias significativas en el nivel de expresion de proteinas asociadas al estrés oxidativo y

procesos apoptoticos respecto a las PPL derivadas de megacariocitos no expuestos.

Se han asociado dos mecanismos principales con el efecto antiplaquetar del AAS: la
inhibicion de la COXI1 plaquetar, que reduce asi la capacidad de producir TXA2, por una
parte, y la estimulacion de la liberacion de ON desde las propias plaquetas, lo que aumenta
la actividad de la ONS3°719¢-119 [ 3 inhibicion de las plaquetas humanas ex vivo se consigue
con dosis tan bajas como 75 mg diarios. Con ello se inactiva la COX plaquetar, acetilando
irreversiblemente la enzima, y se impide que pueda producir TXA2, lo cual induce el efecto
antiagregante. Por otro lado, en otros tejidos la COX lleva a la formacion de PG, las cuales
pueden de por si anular la activacion plaquetar. La PGI2 es un potente agente vasodilatador y
antiagregante que se produce en el seno del endotelio vascular. Se ha llegado a sugerir que la
sensibilidad tisular a la inactivacion de la COX es altamente variable, y asi la aspirina puede
modificar selectivamente la capacidad de producir PG. El efecto de la inhibicion de la COX
es irreversible, aunque el recambio enzimatico permite recobrar la funcién en el endotelio
vascular in vitro. Es mas, la COX plaquetar puede ser mas sensible que la enzima vascular a la
inactivacion del AAS, por lo que seria posible lograr una anulacion selectiva, dosis-dependiente
de la sintesis de TX mientras que la sintesis de PGI2 endotelial permaneceria relativamente
intacta. Por otro lado, se ha publicado que la inhibicion de la sintesis de TX es mayor que la de

PGI2, independientemente de la dosis de AAS administrada, aunque ninguna dosis consigue
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el primer efecto exclusivamente, es decir, sin afectar en mayor o menor medida a la via de la
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Figura 14. Sintesis y efectos del 6xido nitrico (NO) sobre las plaquetas.

GMPc: guanosin monofosfato ciclico. GTP: guanosin trifosfato.
GCS: guanilato ciclasa soluble (Forero J).

E1 ON liberado por las plaquetas es uno de los principales inhibidores de la agregacion,
secrecion y reclutamiento de las plaquetas en el trombo en formacion (figura 14)!°%1"°, Interviene
en la regulacion del tono vascular y de la presion arterial y en la neurotransmision del sistema
nervioso central, y previene la trombosis en un modelo de dafio glomerular producido por
endotoxinas. Se relaciona con la regulacion de la funcidon plaquetar, pues la agregacion se
estimula con la incubacidn con inhibidores de la ONS y se inhibe con la presencia del sustrato
de la ONS, la L-arginina. La liberacion de ON por parte de plaquetas activadas parece ser
similar a la de las células endoteliales. En adultos sanos, un suplemento oral de L-arginina

muestra un efecto antiagregante, reversible con la incubacion ex vivo con monometil-L-
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arginina, la cual inhibe selectivamente la sintesis de ON y estimula la agregacion al actuar
sobre la L-arginina. No se han descrito cambios endoteliales, por lo que parece probable
que la L-arginina produce un aumento especifico a nivel plaquetar de la produccion de ON.
Numerosos estudios han sugerido que el AAS puede cambiar la expresion de ONS3 en las
células sanguineas. Se ha publicado que los neutréfilos de pacientes que toman AAS poseen
niveles mayores de la proteina ONS3 que los que no lo toman, y se ha especulado con que este
factor se asocia a una menor incidencia de IAM durante un episodio coronario agudo'""'"2, Es
mas, las plaquetas de pacientes sensibles con una isquemia coronaria estable también tienen

una mayor concentracion de la proteina ONS3 respecto a las resistentes'®.

La sintesis de ON ocurre en las células endoteliales vasculares, neutréfilos, macrofagos
y glandulas adrenales, entre otros. E1 ON activa la guanilato ciclasa, aumenta la concentracion
de guanosin 3":5 -monofosfato (GMP) ciclico y regula la respuesta de las plaquetas al colageno
(figura 15). Este efecto esta potenciado por M&B22948, inhibidor selectivo de la GMP ciclico

fosfodiesterasa, y por una concentracion subumbral de PGI2.
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Antiagregacion Neutrofilo
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Figura 15. Interaccion neutrdfilo-plaqueta.

GMPc: guanosin monofosfato ciclico. ON: 6xido nitrico. AAS: acido

acetilsalicilico. ONS: 6xido nitrico sintasa (Lopez Farré A).
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Otros agregantes, como ARA y ADP, activan la sintesis de ON. Es mas, inhibidores
de la ONS potencian la agregacion inducida por ellos. Existen al menos dos ONS diferentes
en distintos tejidos: la enzima cerebral-endotelial y la enzima de los fagocitos. La primera es
NADPH vy calcio-dependiente, y no se afecta por la L-canavanina, mientras que la segunda
no es calcio-dependiente, es inhibida por la L-canavanina y necesita tetrahidrobiopterina
ademas de NADPH. La ONS plaquetar pertenece al primer grupo, dado que requiere calcio. La
agregacion plaquetar in vivo estd probablemente regulada por el ON plaquetar y el ON y la PGI2
liberados desde el endotelio vascular. La accion combinada de estos dos mediadores podria dar
lugar a un aumento de la formacién de GMP ciclico y adenosin monofosfato (AMP) ciclico,
respectivamente, con la subsecuente inhibicion de la agregacion'®. Es interesante destacar
que varios estudios describen la liberacion de ON por parte de las plaquetas agregadas. Los
factores de riesgo coronarios se han asociado a niveles bajos de ON plaquetar liberado. Una
menor respuesta de la plaqueta al ON ha sido descrita como factor predictivo de mortalidad y
morbilidad cardiovasculares en pacientes con sindrome coronario agudo, aunque la deficiencia
de alguna ONS no se asocia a trombosis espontanea en trabajos experimentales y si a fibrinolisis,
atribuible a la falta de inhibicion dependiente de ON de la liberacion de los cuerpos de Weibel-
Palade. E1 ON no so6lo inhibe la agregacion plaquetar, sino que también evita la adhesion
al endotelio, junto con la PGI2. El ON exdgeno ha demostrado inhibir el aumento de la
expresion de proteinas de superficie plaquetares como la P-selectina o el complejo GPIIb/I11a.
Una elevacion de la expresion de P-selectina aumenta la adhesion plaquetar a los monocitos
e induce la expresion de factor tisular, un desencadenante de la coagulacion. La inhibicion
de la expresion de P-selectina de la superficie plaquetar atenua el acimulo de leucocitos y
el subsecuente depdsito de fibrina in vivo''?. Todo ello subraya la extrema complejidad de la

homeostasis vascular dependiente del ON.
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Las especies de oxigeno reactivas (EOR) estimulan e incrementan la activacion
plaquetar'’®, al contrario que ocurre con las de nitrogeno. La actividad de la NADPH oxidasa,

114 Estas contienen también

que genera SO, es una fuente importante de EOR en las plaquetas
proteinas de defensa antioxidante, y mantienen asi un balance entre sintesis y catabolismo
de EOR. Dado que el oxigeno destruye el factor relajante derivado del endotelio, el cual es
un potente inhibidor de la adhesion y agregacion plaquetares, es posible que la produccion
de oxigeno por parte de las plaquetas module su funcion en la hemostasia al favorecer su
agregacion. Sin embargo, el papel del estrés oxidativo en la funcidén plaquetar no esta
claramente establecido. Debido a que la funcion plaquetar se ha implicado en el desarrollo de
arteriosclerosis y en la oclusion coronaria aguda, los procesos oxidativos y el estado redox de
las plaquetas pueden tener efectos mayores en la homeostasis vascular. El mecanismo exacto
por el que producen alteraciones en la enfermedad coronaria sigue siendo desconocido. Los
estudios de experimentacion animal sugieren que los antioxidantes preservan la actividad del
ON en presencia de estrés oxidativo. La agregacion plaquetar se asocia a un consumo explosivo
de oxigeno, asi como a un aumento de la concentracion de glutation disulfito. Aunque los
cambios en el estado redox se producen en la agregacion, es probable que algunas condiciones
que favorezcan el estrés oxidativo sin llegar a producir una respuesta agregante florida puedan
ser protrombdticas. El SO, por ejemplo, reduce la actividad del ON: al reaccionar ambos, el
ON se transforma en otros compuestos y se limita su accion. Ademas, aumenta la respuesta a la
agregacion, al igual que altas concentraciones de peroxido de hidrégeno. La trombina estimula
la despolarizacion de la membrana mitocondrial y la generacion de perdxido de hidrogeno.
Es mas, la apoptosis inducida por trombina puede estar mediada, al menos parcialmente, por
la generacion de perdxido de hidrogeno en las plaquetas. Las plaquetas, al activarse, pueden
producir EOR con ayuda de la NADPH oxidasa, las cuales aumentan la activacion de la
GPIIb/IIIa pero no la secrecion de granulos densos o alfa. Los inhibidores de la NADPH oxidasa

y los captadores del SO también reducen la agregacion plaquetar y la formacion de colageno en
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el trombo. Asimismo, el coldgeno induce la liberacion de SO dependiente de NADPH oxidasa,
lo que aumenta la captacion plaquetar. Una elevacion de su produccion aparece en dislipemias
y otras enfermedades relacionadas con la disfuncion endotelial. Asi, el aumento de EOR puede
incentivar el estrés oxidativo que estimula la peroxidacion de los lipidos, la activacion celular

y, en ultimo término, favorece la disfuncion vascular.

Aunque los primeros trabajos hallaron una relacién inversa entre el consumo de
antioxidantes en la dieta y el desarrollo de enfermedad coronaria, estudios recientes han
presentado resultados contradictorios. Se ha llegado a asociar con accidentes hemorragicos, lo
que sugeriria una inhibicidon plaquetar. Algunos efectos de la terapéutica antioxidante pueden
ser atribuibles a cambios en la respuesta trombotica. Las plaquetas poseen varios sistemas
de defensa contra la oxidacion, entre ellos la SOD, la cual juega un papel importante en la
normalizacion de la funcion plaquetar y la prevencion de trombosis. En este apartado, esta
bien establecido que la SOD, enzima con gran especificidad para el catabolismo del SO, inhibe
la adhesion plaquetar inducida por la trombina, asi como la agregacion'’. Los antioxidantes
pueden poseer efectos plaquetares inhibitorios captando las EOR. La deplecion de glutation
reduce la actividad de la glutation peroxidasa y aumenta la peroxidacion de los lipidos. En
individuos sanos, un suplemento de selenio eleva los niveles de glutation peroxidasa y aumenta
el tiempo de hemorragia. Un contenido bajo de antioxidantes se asocia a un aumento de la
respuesta de las plaquetas; lo mismo ocurre con el incremento de la edad. La hiperactividad
derivada del consumo de tabaco se relaciona con un aumento de la formacion de hidroperoxidos
lipidicos. El alfatocoferol inhibe la agregacion y la liberacion de 5-hidroxitriptamina. A pesar de
que suplementos de vitamina E obtuvieron resultados esperanzadores al reducir la progresion
de la lesion coronaria, estudios posteriores no demostraron beneficios, e incluso los asociaron

a fendémenos hemorragicos.
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La homeostasis de calcio en plaquetas de pacientes diabéticos no insulinodependientes
estd modificada, lo que lleva a un aumento de la adhesioén y agregacion espontdneas. Este
efecto puede alterarse con inhibidores de las EOR. Los radicales de peroxilo y peroxido de
hidrégeno estan relacionados con el aumento de la movilizacidon de calcio observada en estos

pacientes, lo que llevaria a un aumento de la agregacion y de la activacion plaquetares.

Tanto la pravastatina como el AAS inhiben la expresion del receptor 1 de la LDL oxidada
en las plaquetas, efecto en parte favorecido mediante la formacion de EOR y la liberacion de ON
en las plaquetas activadas. La inhibicion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa
también mejora la funcioén endotelial, aumenta la disponibilidad del ON y reduce la activacion
plaquetar en el fallo cardiaco en experimentacion animal. Los inhibidores de la GPIIb/IIla,
alterando la agregacion, producen una translocacion en la membrana de las proteinas ONS3 y
NADPH oxidasa, las cuales, como ya se ha descrito, contribuyen a la formacion de ON y SO,

respectivamente.

El dipiridamol suprime la sintesis de EOR en plaquetas y células endoteliales y aumenta

el estado redox, y estimula la inhibicion plaquetar amplificando las sefiales de donantes de ON.

Losflavonoides poliméricos, presentes en el vino tinto, poseen propiedades antioxidantes.
Extractos de la piel de la uva alteran la liberacion de intermediarios de reactivos de oxigeno, lo
que conlleva un aumento de la liberacion de ON y una reduccion en la produccion de SO. Es
mas, la incubacion de plaquetas con los citados extractos lleva a una limitacion inmediata de la

liberacidon de sCD40L, mediador de la inflamacion''®.
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En nuestro estudio, la concentracion de ONS3 y la liberacion de nitrito + nitrato
(como medida indirecta del ON) fueron significativamente mayores en PPL si las células
Meg-01 habian sido incubadas en presencia de AAS. Por otro lado, en las PPL formadas de
novo los niveles de expresion proteica del receptor de TXA2 y la concentracion de TXB2
fueron similares, independientemente de si los megacariocitos precursores hubiesen sido o no
incubados con AAS. En conjunto, estos resultados podrian sugerir que, durante la estimulacion
de la generacion de PPL a partir de megacariocitos, la presencia de AAS no modifico el sistema
de produccion de TXA2, pero si aumento la capacidad enzimatica de las plaquetas neoformadas
para producir ON. Ademas, el efecto distinto del AAS en la produccion de TXA2 y de ON

refleja la especificidad de los resultados obtenidos.

Por otro lado, el contenido de gp91-phox NADPH oxidasa estaba disminuido, y el
de SOD, aumentado, en las PPL originadas por las células Meg-01 expuestas al AAS, en
comparacion con las no expuestas. Estos resultados podrian sugerir que durante la estimulacion
de las células Meg-01 para formar nuevas plaquetas, la presencia de AAS promueve la
generacion de plaquetas con un estado oxidativo reducido, lo que hipotéticamente podria
contribuir para formar plaquetas con una mayor capacidad antioxidante. Al respecto, otros
trabajos han asociado previamente la presencia de AAS con efectos antioxidantes, e incluso se
ha documentado que el propio AAS puede ser un eficiente eliminador de radicales hidroxilo,

mayor incluso que otros antioxidantes ya conocidos'!"!'®,

Probablemente el dato mas Ilamativo observado en este estudio in vitro sea que las
PPL derivadas de los megacariocitos expuestos al AAS presentaron niveles superiores
estadisticamente significativos de las proteinas apoptoticas Bax y Bak que las PPL derivadas de
megacariocitos no expuestos. A pesar de tratarse de células anucleadas, las plaquetas podrian

sufrir también apoptosis''®. Existen linfocitos que pueden vivir afios, los eritrocitos viven meses

84



La respuesta de la plaqueta a la aspirina determina la capacidad apoptética plaquetar

y las plaquetas, dias, lo cual refleja su papel fisioldgico, asi como el estrés al que son expuestas.
Interesante es recalcar que la persistencia de células que deberian ser destruidas contribuye a la

génesis de enfermedades autoinmunes y cancer.

Los factores que regulan la biogénesis plaquetar se conocen desde hace tiempo, no
asi los que controlan su vida media. Expresan varios miembros de la familia Bcl-2, formada
por pequefias proteinas globulares y, en respuesta a diversos estimulos, exhiben caracteristicas
propias de la muerte celular. Es mas, su propia muerte esta circunscrita por el inicio de la
apoptosis. La proteina Bcl-xI, miembro de la familia Bcl-2, es la llave de la supervivencia
plaquetar, aunque no es requerida en absoluto para la proliferacion y la diferenciacion de
los megacariocitos. Su papel en el vertido de las plaquetas a la circulacion sigue siendo una
incognita. Su alteracion, farmacoldgica o genética, reduce la vida media plaquetar y causa
trombocitopenia dosis-dependiente. Bak y Bax son proteinas que también forman parte de
la familia Bcl-2. El mayor mediador de la muerte plaquetar es Bak. Su delecion, o la de Bax,
aumenta la vida media plaquetar y exacerba los efectos del antagonismo de Bel-xl tanto in vivo
como in vitro. Bel-x1 reduce la actividad proapoptotica de Bak para mantener la supervivencia
plaquetar, pero al ir degradandose, las plaquetas viejas son orientadas hacia su muerte. La
delecion de Bak corrige estos defectos, y asi plaquetas de raton carentes de Bak viven mas
tiempo. De ello resulta que las plaquetas estdn genéticamente programadas para morir por
apoptosis. El balance entre Bel-x1 y Bak decreta la vida media plaquetar, hecho crucial en la
homeostasis celular por sus implicaciones diagndsticas y terapéuticas. Es decir, la cantidad
de Bcl-xl que una plaqueta hereda seria lo que determina su vida media. Al ir degradandose
paulatinamente con el tiempo, se alcanzaria un umbral a partir del cual se comenzaria a liberar
Bak, lo que induciria su apoptosis, en ausencia de estimulos externos. Es conveniente resaltar
dos hechos: que la proteina Bel-x1 se degrada mas rapidamente que Bak, y que ésta permanece

constante en el tiempo, mientras que Bcl-xl va desapareciendo progresivamente. Un tercer
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punto interesante seria que la desaparicion de Bcl-xl esta condicionada por la temperatura.
Asi, a 22 °C, la concentracion de Bcl-xl permanece invariable. Se ha demostrado que la
inhibicion, incluso total, de las caspasas (cistenil aspartil proteasas), las enzimas encargadas
de la demolicidn, es incapaz de retrasar la inviabilidad plaquetar producida en los organulos,
especialmente en las mitocondrias, por Bak. Aunque los mecanismos moleculares podrian
diferir, este paradigma del control de la muerte celular podria aplicarse a distintas estirpes

celulares!'?°.

Dos vias distintas llevan a la apoptosis en las células nucleadas: una extrinseca, que
transduce una sefial apoptotica tras la interaccion de receptores letales con ligandos en la
superficie celular, y una intrinseca, desencadenada por cambios en la integridad mitocondrial,
que incluye la despolarizacion del potencial transmembrana mitocondrial y la liberacion de
factores proapoptoticos, tales como el citocromo c, del espacio intermembrana mitocondrial,
supeditadas al control de las proteinas pro- y antiapoptdticas de la familia Bcl-2 (figura 16).
Tras su liberacion, el citocromo ¢ actda junto a proteinas citosolicas, Apaf-1 y la caspasa-9
para activar la caspasa-3. Sin embargo, también las células anucleadas sufren apoptosis. En las
plaquetas se ha identificado la via intrinseca, desencadenada por cambios en los mecanismos
relacionados con la apoptosis, tales como la estimulacion de la actividad de la caspasa-3'2'-122,
Es conocido que el tratamiento de plaquetas con agonistas no fisioldgicos como, por ejemplo, el
ionoforo A23187 o la ionomicina, induce efectos propapoptdticos como la despolarizacion del
potencial transmembrana mitocondrial, expresion de proteinas de la familia Bcl-2, activacion de
la caspasa-3 y exposicion a la fosfatidilserina (FS), punto en comtn de las dos vias apoptoéticas,

intrinseca y extrinseca.

La trombina, agonista plaquetar, es un factor coagulante que convierte el fibrindgeno

en fibrina, paso decisivo para la formacion del trombo. Se ha demostrado que la estimulacion
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del receptor 1 activado por proteasa (RAP1) por la trombina modula la apoptosis de las células
nucleadas. Es mas, no solo posee efectos en la coagulacion y la activacion y agregacion
plaquetares: es posible que pueda desencadenar la apoptosis plaquetar por los mismos

mecanismos que la ionomicina.

Mediada por receptor de la muerte Mediada por mitocondrias
(FAS, TNF, TRAIL) (Radiacion y)
Ligando de
la muerte Radicales de oxigeno Dano al DNA

BIM, PUMA, otras
proteinas sélo para BH3

L\

oy BCL-XL-BCL2

Receptor de
la muerte

IAPg

SMAC/DIABLO

|

Corte de sustrato

|

Apoptosis

Figura 16. Vias de apoptosis celular

(Kasper DL).

Si asi fuera, la interaccion entre la trombina y RAPI podria ser el mecanismo
desencadenante de la via externa de la apoptosis plaquetar, y contribuiria de este modo a la
fisiopatologia de la trombocitopenia en enfermedades como sepsis y coagulacion intravascular

diseminada, las cuales cursan con una produccion aumentada de trombina'>,
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Las plaquetas contienen mitocondrias heredadas de los megacariocitos, nucleados,
durante la trombopoyesis, lo cual garantiza su metabolismo energético. Al carecer de nucleo
no poseen ADN nuclear pero, como ya hemos descrito, tienen transcriptores del ARNm y
ribosomas, necesarios para la sintesis de proteinas. La trombina aumenta la presencia de las
proteinas Bak y Bax, y podria provocar la apoptosis plaquetar al modificar el balance que existe
entre las proteinas pro- y antiapoptdticas de las proteinas de la familia Bcl-2, en favor de la

apoptosis. Y, al igual que ocurre en las células nucleadas, podria ser mediada por el RAP1.

Paraddjicamente, los experimentos indicaron que, a pesar de que las PPL derivadas
de células Meg-01 expuestas al AAS poseian una expresion superior de proteinas Bak y Bax
y, por ello, potencialmente debian mostrar mayor predisposicion a la apoptosis, exhibian
una actividad de la caspasa-3 y unos niveles citosélicos de citocromo ¢ semejantes a las PPL
generadas a partir de megacariocitos no expuestos. Estos resultados, en conjunto, podrian
estar sugiriendo que, a pesar de que la presencia del AAS en megacariocitos puede promover
que las plaquetas neoformadas conserven una mayor maquinaria molecular de la apoptosis
plaquetar, los biomarcadores indicativos de apoptosis no se modifican. Zhao et al. relacionaron
el AAS con la apoptosis plaquetar, a pesar de que, a diferencia de otros trabajos, incubaron
directamente plaquetas en AAS, y demostraron la activacion de la caspasa-3 en éstas. Es mas,
los autores utilizaron concentraciones como minimo diez veces superiores a las empleadas en

nuestro estudio'?.

En la segunda parte de nuestro trabajo se intent6 analizar si los cambios aparecidos en
las PPL de las proteinas proapoptoticas podian también ser observados en plaquetas sensibles
y resistentes al AAS de pacientes tratados cronicamente con éste, pues en trabajos previos de

nuestro grupo se evidencié que las plaquetas sensibles y las resistentes contienen una cantidad
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diferente de proteinas especificas. Esto sugiere que los megacariocitos pueden dar lugar a

distintos tipos de plaquetas con una capacidad diferente de respuesta al AAS'*>1%,

Las plaquetas sensibles al AAS mostraron una expresion superior significativa de la
proteina proapoptdtica Bak que las plaquetas resistentes. El contenido de Bax fue a su vez
mayor en las plaquetas sensibles. Sin embargo, la significacion estadistica con respecto a las
plaquetas resistentes desaparecio tras el ajuste por edad. Al igual que lo observado previamente
en los trabajos in vitro, la actividad de la caspasa-3 fue semejante en ambos grupos plaquetares.
Es importante recalcar al respecto que Bak interacciona con Bax para promover la apoptosis
plaquetar al regular su vida media y, por ello, una concentracion superior de Bak podria facilitar
dicha interaccion'”. Asi, el denominado suicidio celular controlado asegura que las células
creceny se multiplican en el contexto adecuado, y que sean retiradas cuando sea necesario como,
por ejemplo, si son irreparablemente dafiadas. En ese caso, se activa un sistema de suicidio
celular que garantiza eficacia y el menor dafio posible para retirar las células no requeridas. Ya
hemos senalado que esa apoptosis se puede iniciar por factores extrinsecos, como es el caso de
ligandos de receptores letales de la superficie celular, o intrinsecamente, en respuesta a lesion
o estrés. En ambos casos la apoptosis clasica activa las caspasas, que rapidamente destruyen
la célula. Se hallan presentes en condiciones normales como proenzimas inactivas, preparadas
para inducir la destruccion celular al ser activadas. Generalmente, la apoptosis tiene lugar a
través de la via intrinseca, cuyo punto de no retorno es la permeabilizacién de la membrana
mitocondrial externa (PMME), lo que conlleva la liberacién de factores solubles como el
citocromo c del espacio intermembranoso, que activan las caspasas. Las proteinas de la familia
Bcl-2 son las principales moduladoras de la PMME, aunque ésta no sea su unica diana, ya que
también pueden actuar sobre el reticulo endoplasmatico, entre otros. De ahi que sea basico
el ensamblaje correcto de Bcl-2 con la mitocondria. Las proteinas antiapoptdticas Bel-2 se

hallan en la membrana mitocondrial externa (MME), y previenen la apoptosis inhibiendo
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la activacion de Bax y Bak. Entre ellas destacan Bcl-2, Bcl-xl, Bel-w y Mcl-1, las cuales
poseen dominios homologos Bcl-2 (HB) 1-4. En la linea proapoptoética se incluyen Bax, Bak
y Bok, que contienen dominios HB1-3, y HB3, una subfamilia que puede inhibir las proteinas
antiapoptoticas o activar directamente a Bax y Bak. Estas promueven la PMME formando
oligomeros que dan lugar a poros dentro de la MME. Bid, Bim y Bad, por el contrario, actian
como activadores directos de Bax y Bak o reprimiendo las proteinas antiapoptoticas Bcl-2 y
Bcel-xl. La proteina proapoptdtica multidominio Bak se localiza en la MME. Por otra parte,
Bax se halla en el citosol y, en menor medida, en las mitocondrias, y es captada por la MME en

respuesta a una sefal apoptdtica. El traslado de Bax a la mitocondria no conlleva la PMME'®.

Basados en el disefio experimental presente, a priori es ciertamente dificultoso explicar
estos datos. El papel de la apoptosis en las plaquetas no estd claramente establecido, aunque
es mandatorio clarificar que la activacion plaquetar y su apoptosis no son necesariamente
fenémenos asociados'?. En trabajos experimentales con animales, la apoptosis se ha descrito
tanto en plaquetas circulantes como almacenadas, y se especuld con la posibilidad de que
pudiera ser un mecanismo de eliminacion'?’. Las sefales relacionadas con la apoptosis de las
plaquetas senescentes siguen sin ser conocidas totalmente. En modelos de experimentacion
animal, la supervivencia plaquetar se ha acortado con lesiones vasculares repetidas que llevaban
a trombosis y tromboembolias. La degranulacion plaquetar con trombina posee poco o ningin
efecto sobre su supervivencia. Y dado que la trombina da lugar a la aparicion de P-selectina en
la superficie plaquetar, parece razonable que ésta no sea una sefial apoptotica. Por el contrario,
la FS si juega un papel importante en su eliminacion. El tratamiento con el ion6foro A23187,
que promueve el paso de FS desde la membrana plasmatica plaquetar interna a la externa, lleva
a una eliminacion completa y rapida de las plaquetas. Asi, la sobreexpresion de FS podria estar
relacionada con la eliminacion de las plaquetas senescentes. En contraste, la activacion con

trombina produce una minima exposicion en la superficie de FS y no afecta a la supervivencia
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plaquetar. Es posible que la expresion de FS en las plaquetas activadas, lo cual aumenta la
formacion de trombina, pueda ocurrir independientemente de un proceso general apoptdtico
que incluya el colapso de la permeabilidad de la membrana mitocondrial interna (PMMI).
Las plaquetas senescentes poseen una expresion superior de FS en su superficie y una pérdida
de la PMMI, pero no existe un aumento en la expresion de P-selectina. Sin embargo, dichas
plaquetas, al igual que las plaquetas activadas in vitro, pueden exhibir una expresion de FS
independientemente de la pérdida de la PMMI. Y asi, la expresion de FS no es necesariamente
sinénimo de apoptosis. Las plaquetas senescentes presentan una menor respuesta a la trombina
y son menos efectivas en la hemostasia, dada su respuesta disminuida al coldgeno. Rand et al.
no encontraron una subpoblacion plaquetar con una PMMI colapsada en ausencia de expresion
de FS en plaquetas estimuladas in vitro con ion6foro A23187 o ionomicina, lo que indica que
el envejecimiento en la circulacion implica distintos mecanismos a los que aparecen cuando se
estimulan con iondforo de calcio'”. Es conocido que el almacenamiento prolongado reduce la
supervivencia plaquetar cuando vuelven a la circulacion. Al menos se requieren siete dias de
almacenamiento antes de que sea evidente la presencia de FS. Sigue en entredicho si existe una
pérdida de la PMMI. En resumen, la expresion de FS y la pérdida de PMMI, dos biomarcadores
de la apoptosis, se asocian a una reduccion de la supervivencia plaquetar en células tratadas con
A23187. Las plaquetas senescentes presentan sobreexpresion de FS y pérdida de la PMMI. La
expresion de FS, que promueve la coagulacion, puede darse independientemente del colapso

de la PMMI, y viceversa.

Se publico con anterioridad que la incubacién de plaquetas humanas con ion6foro de
calcio favorecia la actividad de la caspasa-3 y la apoptosis plaquetar, y asi se sugeria que la gran
activacion plaquetar es necesaria para promover su apoptosis'#*'?®, Por ello se puede especular

con la idea de que las plaquetas con una maquinaria proapoptdtica mejor preparada podrian ser
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mas sensibles a la entrada en un programa apoptdtico bajo condiciones de gran estimulacion

plaquetar que las plaquetas que no mostraran ese fenotipo proapoptético.

En este trabajo, el ionoforo de calcio estimulo la actividad de la caspasa-3, lo que
se acompaiid de una mayor liberacién de citocromo c en las plaquetas sensibles que en las
resistentes. Ambos mecanismos han sido asociados a apoptosis celular'?*'?°. El citocromo ¢
posee la funcion doble de controlar el metabolismo energético y la apoptosis. La activacion de
la cascada de las caspasas comienza con la liberacion citosolica del citocromo c desde el espacio
intermembranoso mitocondrial. Ello conduce a una interaccion con factores activadores de
proteasa apoptoticas, lo que, en presencia de dATP o ATP, consigue la activacion proteolitica de
la procaspasa-9. La caspasa-9 activa la caspasa-3, la cual produce alteraciones morfolégicas en
el nucleo, fragmentacion del ADN e irrupcion de la FS en la superficie celular. En conclusion,
la liberacion de citocromo ¢ mitocondrial, tras producirse la alteracion de la membrana externa,

proporciona una sefial que inicia la muerte celular de modo irreversible.

El dafio mitocondrial se ha relacionado con la muerte celular. Los inhibidores de la
respiracion mitocondrial que inducen la pérdida del potencial de membrana pueden producir
un fallo energético, aumento de la concentraciéon de calcio y de EOR, pérdida del poder
osmotico y muerte celular. A diferencia de lo que ocurre en la necrosis, la mitocondria en la
apoptosis presenta una estructura practicamente normal, y podria considerarse un requisito de

eliminacion celular controlada'?®.

Todos estos resultados unidos podrian sugerir que en situaciones de una activacion
plaquetar plena, como ocurre tras la estimulacion de A23187, es plausible que las plaquetas
sensibles al AAS puedan con mas facilidad inducir su propia apoptosis. Por ello, como

hipdtesis de este mecanismo, éstas podrian delimitar y controlar el crecimiento del trombo en
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situacion de maxima actividad plaquetar mejor que las plaquetas resistentes. Estudios in vitro
anteriores han sugerido que altas concentraciones de AAS inducen la apoptosis de diversas
células, incluyendo plaquetas'?*'*°. Estos datos de laboratorio podrian estar relacionados con
la observacion clinica de que pacientes tratados cronicamente con AAS, si sufren un sindrome

coronario agudo es mds frecuente que se trate de una angina inestable que de un IAM.

Ennuestro conocimiento, con este trabajo se demuestra por primera vez que las plaquetas
de los pacientes tratados croénicamente con AAS a bajas dosis poseen diferencias en sus
caracteristicas apoptdticas dependiendo de la respuesta de sus plaquetas al AAS. Obviamente, el
disefio experimental de este estudio no asegura en ningun momento, y tampoco es su finalidad,
que este fenotipo apoptdtico distinto de plaquetas basado en su respuesta antitrombotica al
AAS es debido a una accion del mismo en los megacariocitos. Pero no debemos olvidar que
los experimentos in vitro que utilizaron células Meg-01 ya sugerian que la presencia del AAS
producia que los megacariocitos originasen plaquetas caracterizadas por su asociaciéon a un
menor crecimiento del trombo durante la activacion plaquetar, junto a una expresion superior
de ONS3, modificaciones en las proteinas relacionadas con el estrés oxidativo y un aumento de

la expresion de las proteinas apoptoticas Bax y Bak.
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Es importante resaltar que, en los experimentos in vitro, el AAS sdlo se aplicé cuando
los megacariocitos fueron estimulados con PMA. Se disei¢6 asi el estudio intentando minimizar
la exposicion de las nuevas PPL al AAS. En este caso, con independencia de que las células
Meg-01 fueran incubadas en presencia y en ausencia de AAS, las PPL neoformadas contenian
niveles similares de TXA2. El hecho de que el nivel de expresion de algunas proteinas
especificas fue modificado en esas PPL mientras que otras no sufrieron esas variaciones apoya

la especificidad de los cambios observados.

El efecto antiagregante, como ya se ha explicado, no es igual en todos los pacientes. Hasta
un 60% de la poblacion no presenta una respuesta adecuada, lo cual se denomina insensibilidad
o resistencia a la aspirina. Las cifras oscilan notablemente en funcién de factores como el
tamafio muestral, las pruebas utilizadas o los criterios definitorios de la propia resistencia.
Esta condicion se asocia a un incremento de accidentes cardiovasculares, y se ha descrito su
relacion con los niveles de glucosa en ayunas y con la concentracion de HbAlc en pacientes
diabéticos, los cuales tienen en su enfermedad un factor de riesgo independiente de patologia
arterial coronaria. Varias publicaciones han asociado un control subdptimo de la glucemia con
la resistencia al AAS: Liu et al. encontraron que un nivel elevado de glucemia en ayunas es
un factor de riesgo independiente de la resistencia a la aspirina. Asimismo, hallaron niveles
superiores de LDL en el grupo de pacientes resistentes'*!. Siguiendo con el perfil lipidico,
se ha relacionado la concentracion baja de HDL con el sindrome coronario agudo, y se ha
descrito como factor predictor independiente de resistencia. Con ello se constata la necesidad

de controlar los niveles lipidicos en pacientes con dislipemia.

Por otro lado, los pacientes con plaquetas resistentes al AAS eran ligeramente mayores
que los pacientes con plaquetas sensibles. A pesar de que los datos acerca de como la edad

puede inducir resistencia plaquetar son escasos, diversos trabajos han sugerido que un nimero
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elevado de ancianos con enfermedad cardiovascular son resistentes a la terapia con AAS™!,
También en nuestro estudio parece que existe una tendencia a que, entre los pacientes mayores,
haya mas resistencia. Es decir, los pacientes de edad avanzada podrian no beneficiarse de dosis
bajas. Para descartar el impacto de la edad en los resultados obtenidos, ésta fue utilizada como

covariante en el analisis lineal de regresion.

Se ha publicado que el incremento en la dosis condiciona una disminucion de la
prevalencia de la resistencia. Sin embargo, otros estudios concluyen que bajas dosis de AAS
(75-150 mg diarios) son tan efectivas como las altas a la hora de reducir el nimero de accidentes
vasculares. Asi, es posible que esas dosis altas no proporcionen una inhibicién adicional de la

COXI.

Una limitacion de nuestro trabajo es que este experimento no revelo los mecanismos
moleculares posibles relacionados en los cambios mediados por AAS en la expresion de
proteinas en las PPL formadas de novo. Aunque la identificacién de los citados mecanismos
esta fuera del alcance de este estudio, en las lineas celulares de megacarioblastos humanos se
observé que el AAS puede modificar la expresion del receptor alfa activador de la proliferacion
de peroxisomas y, por ello, sus genes diana, y alterar el contenido proteico de las plaquetas

circulantes'3?.

Otra restriccion evidente es el nimero de pacientes estudiados. Sin embargo, los
resultados fueron contundentes, aunque son necesarios mas analisis que incluyan un numero
superior de pacientes. Finalmente, es obligatorio enfatizar que en ningun caso se intenta
demostrar que las diferencias apoptoticas halladas entre las plaquetas sensibles y resistentes
podria relacionarse con cambios en los niveles de megacariocitos. Se requieren otros estudios,

mas especificos, para poder realizar tal afirmacion. A pesar de ello, se ha demostrado con este
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trabajo que la presencia de AAS puede hacer que los megacariocitos modifiquen el contenido

de proteinas especificas en las plaquetas neoformadas.

En conclusion, la presencia del AAS durante la estimulacion de megacariocitos para
generar plaquetas parece favorecer que las neoformadas presenten cambios en el contenido
de proteinas relacionadas con la produccion y el catabolismo del SO, y un contenido mayor
de proteinas ONS3. Es mas, cuando los megacariocitos se incubaron con AAS, las plaquetas
neoformadas habian aumentado a su vez el nivel de expresion de las proteinas apoptoticas
Bax y Bak. Las plaquetas sensibles al AAS mostraron un fenotipo proapoptdtico respecto al
observado en las resistentes, 1o cual favorecié la induccion de mecanismos relacionados con
la apoptosis cuando fueron estimuladas con iondforo de calcio. Un mejor conocimiento de
nuevos mecanismos de accion del AAS sobre las plaquetas puede abrir nuevas estrategias y
metas de la terapia antiplaquetar, y mejorar asi el disefio de farmacos antiplaquetares futuros

que actien incluso en los megacariocitos.
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1. No hay diferencias en la produccion de TXA2 ni en la de su receptor plaquetario
en las plaquetas generadas de novo de megacariocitos incubados en presencia de aspirina en

comparacion con las procedentes de los incubados en su ausencia.

2. La presencia de aspirina durante la generacion de plaquetas desde el megacariocito

hace que éstas tengan una mayor capacidad de generar ON.

3. Las plaquetas generadas de novo desde los megacariocitos incubados con aspirina
tienen una maquinaria proapotdtica mayor que las plaquetas generadas de megacariocitos no
incubados con aspirina. Sin embargo, los biomarcadores de estimulacion de la apoptosis son

semejantes entre estos dos grupos de plaquetas.

4. Las plaquetas sensibles a la aspirina expresan, en condiciones basales de no
estimulacion, niveles mayores de proteinas proapoptoticas respecto a las plaquetas resistentes

a la aspirina.

5. En condiciones basales de no activacion, las plaquetas sensibles y resistentes a la
aspirina tienen niveles semejantes de biomarcadores indicadores de apoptosis (niveles de

citocromo c en el citosol y actividad de la caspasa-3).

6. En condiciones de maxima estimulacion plaquetar, las plaquetas sensibles a la aspirina
tienen una mayor estimulacion de los biomarcadores de apoptosis (liberacion de citocromo c al

citosol y actividad caspasa-3) que las plaquetas resistentes a la aspirina.
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