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Resumen

Introduccion: En pacientes hiperlipémicos resultan frecuentes los procesos tromboticos,
en los que las plaquetas desempenan un papel decisivo. La presencia de plaquetas
activadas circulantes, descrito en un trabajo anterior, constituye un importante factor de
riesgo trombotico, por lo que resulta de gran interés disponer de un farmaco
hipolipemiante que, ademas de normalizar los lipidos plasmaticos, también disminuya la
activacion de las plaquetas circulantes.

Los principales objetivos del presente estudio son valorar si la mayor activacion
plaquetaria de los pacientes hipercolesterolémicos se acompana de cambios en la
movilizacion del calcio libre citoplasmatico plaquetario y si dichas alteraciones se
normalizan mediante la medicacion con atorvastatina.

Material y métodos: Para alcanzar éstos objetivos se estudian 30 pacientes hipercoleste-
rolémicos y 40 controles normolipémicos. En sangre anticoagulada con citrato, se
determina el porcentaje plaquetas CD62+, el nimero de microagregados plaquetarios
formados espontaneamente (MAP/5.000 plaquetas) y la movilizacion del calcio libre
citoplasmatico. Para ello, se utiliza un citometro EPICS-XL, y los anticuerpos y
fluorocromos CD61.PE, CD62.FITC y FURA3-AM. Los pacientes se estudian antes y después
de 2 meses de tratamiento con atorvastatina (20 mg/dia).

Resultados: Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con atorvastatina
disminuye significativamente la concentracion de colesterol total, colesterol unido a
lipoproteinas de baja densidad (cLDL) y triglicéridos. En paralelo se observa una
disminucion del % plaquetas circulantes CD62+ (2,41+1,55% a 1,45+1,06%; p<0,05) y
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Introduccioén

del nimero de MAP (390+43 a 322+48; p<0,05). Estos cambios se acompainan de la
normalizacion de la movilizacion del Ca®* libre citoplasmatico plaquetario.

Conclusiones: Como conclusion, se observa que la citometria de flujo de sangre entera
constituye una técnica (til para abordar temas tales como los planteados en el presente
trabajo. Los pacientes hipercolesterolémicos presentan mayor activacion plaquetaria, que
se acompana de la formacion de microagregados plaquetarios y de cambios en la
movilizacién del Ca%*, que se normalizan mediante el tratamiento con atorvastatina,
hecho que no se ha comunicado previamente en la bibliografia revisada.

© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos
reservados.

Usefulness of flow cytometry in assessing the effect of atorvastatin on platelet function
and Ca?* in hyperlipemic patients

Abstract

Introduction: Thrombotic events are common in hyperlipemic patients in which platelet
activation play a decisive role. The presence of activated platelets, as described in a
previous paper, is a major risk factor for thrombosis in patients with a high plasma
cholesterol and it is therefore of great interest to have a lipid lowering drug that, in
addition to normalising plasma lipids, also decreases this activation of circulating
platelets. The main aims of this study are to assess whether the increased platelet
activation in hypercholesterolemic patients is accompanied by changes in cytoplasmic free
calcium mobilisation in platelets and the formation of platelet microaggregates, and
whether these changes are normalised by treatment with atorvastatin.

Material and methods: To achieve these aims 30 hypercholesterolemia patients and 40
normolipemic controls were recruited. The percentage of CD62 positive platelets, the
number of spontaneously formed platelet microaggregates (MAP/5000 platelets) and the
free calcium mobilization in platelets were evaluated in citrated blood . An EPICS-XL flow
cytometer and the antibodies and fluorochromes CD61.PE, CD62.FITC and FLUO3-AM were
used for this study. The patients were evaluated before and after two months of
atorvastatin (20 mg/day) treatment.

Results: The results show that atorvastatin treatment significantly decreases the plasma
concentration of total and LDL-Cholesterol and triglycerides. In parallel a decrease was
noted in the percentage of activated circulating CD62 positive platelets (2.4141.55% to
1.454+1.06%, P<0.05) and also in the number of spontaneously formed MAP (390443 to
322448, P<0.05). These changes were accompanied by the normalization in the free
calcium mobilization in platelets.

Conclusions: As a conclusion it is noted that the flow cytometry of whole blood is a useful
technique for evaluating aspects such as those raised in this study. Hypercholesterolemia
patients showed more spontaneous platelet activation, which was accompanied by the
formation of platelet microaggregates and changes in the cytoplasmic free calcium
mobilization, which were normalised by treatment with atorvastatin, which has not been
previously reported in the literature.

© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

de trabajo estan realizados utilizando plaquetas lavadas o
plasma rico en plaquetas. En ambos casos, la respuesta

La activacion y agregacion plaquetaria parecen estar
aumentadas en la hipercolesterolemia', lo que puede
constituir un importante factor de riesgo en la patogenia de
las lesiones aterosclerdticas y de la enfermedad cardiaca
coronaria, dado el papel que las plaquetas desempefan en
el desarrollo de estos eventos. Diversos autores han
establecido que las lipoproteinas influyen en la funcionali-
dad plaquetaria*® y que el colesterol unido a lipoproteinas
de baja densidad (cLDL) estimula la movilizacion del calcio
intraplaquetario’. En general, los estudios de estos grupos

funcional es poco fisiologica, al estar las plaquetas fuera de
su medio natural, sin el resto de las células sanguineas, y
también al poder resultar traumatizadas y activadas in vitro
artificialmente, por la manipulacion que estas técnicas
comportan. En otros casos, la funcion plaquetaria se valora
indirectamente, mediante la determinacion en plasma de
productos de secrecion plaquetaria, indicadores de activa-
cién®®. Con estos métodos no se puede valorar la existencia
de subpoblaciones plaquetarias con alteraciones en su
funcion, que pueden tener gran importancia en el proceso
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aterotrombético, ni determinar directamente la presencia
de marcadores plaquetarios especificos de activacion.
Adicionalmente, en la mayoria de estos estudios se observa
el fenomeno final de la agregacion plaquetaria, sin poder
estudiar los mecanismos de activacion-inhibicion que inter-
vienen en dicho proceso, y que permiten entenderlo y
actuar mas eficazmente sobre éste.

Los cambios lipidicos pueden actuar sobre la funcion
plaquetaria a través de los intercambios lipoproteina-
plaqueta que activan la via de las fosfolipasas que, a su
vez, inician una serie de reacciones encadenadas que
conducen a la activacion final de la plaqueta. Por ejemplo,
se ha comunicado la correlacién existente entre la concen-
tracion de colesterol plasmatico y los marcadores de
activacion plaquetaria CD62 y CD63'°. La lipemia alimenta-
ria inducida con dieta parece aumentar significativamente
en el periodo posprandial el porcentaje de plaquetas que
expresan CD62 en su membrana, tanto in vivo como después
de estimulacién con ADP in vitro''. Otros autores han
comunicado que las plaquetas de los pacientes hipercoles-
terolémicos son mas sensibles a la estimulacion con adenosin
difosfato (ADP)'2.

Con independencia de los mecanismos involucrados en el
proceso de activacion plaquetaria, nuestro grupo observo,
en un trabajo anterior, que los pacientes hipercolesterolé-
micos presentaban mayor expresion del complejo GPlIb/Illa
en su forma activa, mayor exposicion de CD62 y mayor
expresion de fosfatidilserina que los sujetos normolipémi-
cos'®. Adicionalmente se comunicé que la atorvastatina,
un inhibidor de la 3-hidroxi-3metilglutaril-coenzima A
(HMGCoA) reductasa, normalizaba significativamente dichas
alteraciones plaquetarias. Estos cambios en la funcion
plaquetaria se correlacionaban con la concentracion plas-
matica de colesterol total y cLDL'3, lo que sugiere que la
normalizacion de la hiperfuncion plaquetaria en los pacien-
tes hipercolesterolémicos podria ser atribuida a los cambios
que produce la atorvastatina en los lipidos plasmaticos.

Sin embargo, dado que la activacion plaquetaria esta
condicionada, en gran medida, por cambios en la concen-
tracion de Ca®* libre citoplasmatico, resulta interesante
valorar si en la hipercolesterolemia se producen cambios en
la cinética del Ca?* por movilizacion de los depésitos
internos de calcio y/o por la entrada desde el medio
extracelular, y si la atorvastatina normaliza esta cinética
de calcio libre citoplasmatico intraplaquetario. Resulta de
interés valorar la movilizacién de Ca®*, porque de la
concentracion de dicho ion depende directamente la
activacion de la plaqueta y la formacion de microparticulas
y microagregados de origen plaquetario. Este posible
efecto de la atorvastatina en la movilizacion del calcio
libre citoplasmatico no ha sido abordado en ninguno de
los trabajos publicados en la bibliografia revisada, por lo que
se ha considerado de interés la realizacion del presente
estudio.

Material y métodos

En este estudio piloto prospectivo, a simple ciego, se han
incluido 30 pacientes hipercolesterolémicos consecutivos
(16 varones, 14 mujeres), de edad 53,8+ 11,3 afos e indice
de masa corporal 25,9 + 3,3 kg/m?. Ninguno de los pacientes

reclutados era diabético, 2 presentaban hipertension arte-
rial controlada mediante farmacos, 7 eran fumadores de
menos de 10 cigarrillos/dia, ninguno era bebedor de mas de
30¢g alcohol/dia y 2 practicaban habitualmente ejercicio
fisico intenso. Ninguno de los pacientes presentaba historia
clinica personal de episodio trombotico previo, pero el 35%
tenia historia familiar con este tipo de enfermedad. Los
pacientes fueron reclutados después de un periodo de 6
semanas sin tratamiento farmacolégico y con dieta hipoli-
pemiante adecuada. Los pacientes fueron evaluados en
situacion basal (inmediatamente antes de iniciar la medi-
cacion) y después de 2 meses de tratamiento con atorvasta-
tina (20mg/dia). Durante todo el estudio, los pacientes
mantuvieron su estilo de vida habitual y no se sometieron a
ningln otro tipo de tratamiento adicional. Cuarenta
voluntarios normolipémicos, comparables a los pacientes
en edad, sexo y factores de riesgo anadidos, fueron elegidos
como grupo control. Ninguno de los controles presentaba
historia personal ni familiar de enfermedad trombdtica. Los
criterios de exclusion fueron: enfermedad de base organica
conocida (rindn, higado, corazon), cancer, enfermedades
infecciosas o inflamatorias, tratamiento con medicamentos
antiplaquetarios, embarazo, obesidad y tratamiento conco-
mitante con otros farmacos hipolipemiantes o antiplaque-
tarios. Los pacientes y controles fueron estudiados en
paralelo y fueron incluidos en el estudio después de dar su
consentimiento por escrito, de acuerdo con la declaracion
de Helsinki, después de la aprobacion del estudio por el
comité ético del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Los parametros bioquimicos de rutina fueron determi-
nados en un autoanalizador Olympus AU-5400 (Mishima,
Japén). Los analisis hematoldgicos se valoraron en un
autoanalizador Sysmex XE-2100 (Kobe, Japén) y los hemos-
taticos en un ACL-TOP (Instrumentation Laboratory, Lexing-
ton, MA, EE.UU.).

Las muestras de sangre anticoaguladas con citrato
(129 mmol/l; 9:1, v/v) se obtuvieron después de un ayuno
de 12h en tubos de vidrio siliconizados mediante puncion
venosa de la vena antecubital, evitando al maximo la estasis
y desechando el primer tubo. Dado que las plaquetas se
activan facilmente in vitro, los analisis plaquetarios se
iniciaron antes de los 30 min siguientes a su extraccion, sin
agitar, a temperatura ambiente y en tubos de polipropileno.

Métodos citométricos

Todos los analisis citométricos se efectuaron en un EPICS
XL.MCL Flow Cytometer (Beckman-Coulter, FL, EE.UU.). El
citometro se preparoé para registrar forward y side scatter, y
para medir las intensidades de la fluorescencia de CDé61-PE,
CD62-FITC (Immunotech, Marsella, Francia) y Fluo3-AM
(Fluo-3-AM, Molecular Probes, Leiden, Paises Bajos), que
se recogieron como histogramas en escala logaritmica. Los
anticuerpos conjugados con fluorocromos utilizados en el
presente estudio pertenecian al mismo lote. Las muestras se
analizaron por duplicado después de comprobar el alinea-
miento del citometro de flujo con Immunocheck Beads
(Beckman-Coulter, FL, EE.UU.). La adquisicion de datos se
realizd mediante el programa System Il (Beckman-Coulter,
FL, EE.UU.). Los resultados se presentan como valor
medio+desviacion estandar (DE). La estadistica se valoro
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mediante el analisis de la varianza (ANOVA) y las correla-
ciones se establecieron mediante los coeficientes de
correlacion de Pearson (SPSS for Windows Statistical
Software, Chicago, IL, EE.UU.). La significacion estadistica
se establecid para un valor de p<0,05.

En el presente estudio se valoro la exposicion de CD62 por
medio de un método citométrico de doble color descrito
previamente'®. Las microparticulas y microagregados se
distinguieron de las plaquetas en funcion de sus valores de
forward y side scatter, que se relacionan respectivamente
con el tamafo y complejidad de la membrana celular.
De acuerdo con Matzdorff et al'®, utilizando muestras de
voluntarios sanos, se definio arbitrariamente, en funcion del
valor forward, una region que incluia el 90% de los eventos
CDé61 positivos. Esta region se definio como “region de las
plaquetas”. Inmediatamente por debajo de la misma se
estableci6 otra region, que incluia el 5% de los eventos CD61
positivos, que se definié como “region de microparticulas” y
por encima se definié otra region que incluia el 5% de
eventos de mayor tamano, que incluia los microagregados
plaquetarios. Una vez establecidas estas regiones con
muestras de voluntarios sanos, se analizaron las muestras
de los pacientes y controles incluidos en el estudio. Los
resultados de microparticulas y microagregados se expresan
como su nimero por 5.000 plaquetas analizadas.

Para evaluar la movilizacion del calcio libre citoplasma-
tico en plaquetas, de acuerdo con Do Ceu et al'® con algunas
modificaciones, se diluyeron 5ul de sangre anticoagulada
con citrato en 100 ul en tampén HEPES (Sigma-Aldrich, Mo,
EE.UU.) y se incubo con 3pul de fluo-3-acetoximetilester
250 uM en dimetil sulféxido y 5 ul de CD61-PE. La mezcla se
incubo durante 30 min en oscuridad y temperatura ambien-
te. A continuacion se diluy6é con 4 ml de tampon HEPES. La
intensidad de la fluorescencia basal del FLUO 3-AM (FL1 log)
se midio, utilizando una alicuota de 1ml de la mezcla,
durante 15s en la poblacion plaquetaria, identificada en la
region FS log/SS log como episodios CD61-positivos. La
aspiracion de las células en el citometro se interrumpio
brevemente, la mezcla se estimulé con trombina (concen-
tracion final 0,1U/ml) e inmediatamente se reinicio la
adquisicion de datos en el citometro. Los cambios con el
tiempo de la fluorescencia Fluo-3 AM se registraron durante
2min. En estas condiciones, se obtuvieron 3 datos. Una
lectura de fluorescencia inicial, relacionada con la concen-
tracion basal de Ca®* libre citoplasmatico, un rapido y
pasajero aumento de fluorescencia por accion de la
trombina, relacionado con la “activabilidad” de la célula,
seguido de una progresiva disminucion de fluorescencia,
relacionada con la capacidad de la plaqueta para recuperar
sus valores iniciales de calcio. Los valores de la fluorescencia
se expresaron como unidades arbitrarias de fluorescencia
(UAF). Con los datos fluorescencia-tiempo se trazé una linea
de regresion, de la que se calculé el valor de la pendiente m,
utilizando el programa Microsoft Excel.

Resultados

Ningln paciente tuvo que abandonar el estudio debido
a algin efecto secundario de suficiente entidad. En los
analisis rutinarios de hematologia y hemostasia no se
detectd ninglin cambio indeseable que justificara la inte-

rrupcion de la medicacion (resultados no mostrados).
Los principales parametros bioquimicos se resumen en la
tabla 1, donde se aprecia que los pacientes, en situacion
basal, presentan cifras significativamente mayores de
colesterol total y cLDL que el grupo control (269 +31mg/dl
y 179+33mg/dl frente a 185+26 mg/dl y 115+26 mg/dl,
respectivamente). El tratamiento con atorvastatina
disminuye significativamente ambas concentraciones, con
unas cifras finales de 189+27mg/dl y 113+20mg/dl,
respectivamente (p<0,001). También se observa una
disminucion significativa en la concentracion de triglicéridos
plasmaticos, de 115+25mg/dl a 91+34mg/dl (p<0,05).

En la tabla 2 puede apreciarse que no existe diferencia
significativa en el porcentaje de plaquetas circulantes con
expresion de CD62 en su superficie al comparar los
pacientes, antes del tratamiento, y el grupo control. El
tratamiento con atorvastatina consigue disminuir significa-
tivamente el porcentaje de plaquetas circulantes esponta-
neamente activas, que disminuye de 2,41+ 1,55% (situacion
basal) a 1,454+1,06% (tras 2 meses de tratamiento;
p<0,05). En cuanto a la sensibilidad al ADP, se observa
una cierta tendencia, no estadisticamente significativa, a
que los pacientes en situacion basal presentan una mayor
respuesta que los controles, lo que se normaliza a los dos
meses de medicacion.

En relacion con el nimero de microparticulas (MP)
circulantes, formadas espontaneamente, en la tabla 3
puede observarse que no existen diferencias significativas
entre controles y pacientes, ni parece que el tratamiento
con atorvastatina modifique su formacion. Por el contrario,
en la tabla 3 se aprecia que los pacientes hipercolestero-
[émicos presentan, en situacion basal, un mayor numero
de microagregados plaquetarios circulantes (MAP) que los
controles (390+43 por 50.000 plaquetas frente a 230+42;
p<0,01). El nimero de MAP disminuye significativamente
con el tratamiento aplicado a los pacientes, disminuyendo
hasta 322 +48 por 5.000 plaquetas (p<0,05).

En la tabla 4 se resumen los datos correspondientes a la
cinética del Ca®* libre citoplasmatico. Puede apreciarse
que, en situacion basal, los pacientes hipercolesterolémicos
parecen presentar una mayor concentracién de Ca2* que
los controles, ya que su fluorescencia inicial es mayor
(3,48 +0,51 frente a 2,81+0,63 UAF; p<0,05). Esta mayor
fluorescencia disminuye significativamente hasta 3,13+
0,62 UAF, tras 2 meses de tratamiento con atorvastatina
(p<0,05). El incremento de fluorescencia debido a la
estimulacion con trombina es mayor en los pacientes en
situacion basal (39,13+9,17UAF) que en los controles
(28,15 + 8,20 UAF), diferencia que es estadisticamente muy
significativa (p<0,001). Esta mayor sensibilidad plaquetaria
a la accion del agonista tiende a normalizarse significativa-
mente (p<0,05) a los 2 meses de medicacién con
atorvastatina, con incrementos de fluorescencia de
33,36+ 10,00 UAF. Otro de los cambios observados en la
cinética del calcio libre citoplasmatico, es el indicado por el
valor de la pendiente de la recta de regresion, mayor en
los controles que en los pacientes sin tratamiento
—3,66+1,36 frente a —3,01+1,11; p<0,05). El valor de
dicha pendiente aumenta significativamente en los pacien-
tes bajo tratamiento con atorvastatina, con valores finales
de 4,66 +1,57, significativamente mayores que los valores
basales (p<0,05).
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Tabla 1
antes y después del tratamiento con atorvastatina

Valor medio, desviacion estandar y significacion estadistica de los parametros analiticos en controles y pacientes,

Controles (n = 40)

HL basal (n = 30)

HL 2 meses atorvastatina (n = 30)

TC, mg/dl 185+26 2694312 189 + 274444
cHDL, mg/dl 56+7 53+9 58+13
CLDL, mg/dl 115+26 179 +33° 113 +20°
TG, mg/dl 82+ 31 115+25 91+34°
Glu, mg/dl 98+19 100+ 16 102+13
Fbg, mg/dl 286 +70 329+68 339+54
CK, U/l 97 +44 99+46 104 +59
AST, U/L 24+38 26+6 23+7
ALT, U/L 24+11 28+17 28+15
g-GT, U/l 26+18 30+18 29+21
LDH, U/l 125+19 112+18 113+ 21

HL: pacientes hiperlipémicos; ator: atorvastatina.
¥p<0,001 frente a controles.
Pp<0,05 frente a basal.
‘p<0,001 frente a basal.

Tabla 2
antes y después del tratamiento con atorvastatina

Porcentaje de plaquetas CD62 positivas activadas espontaneamente y por accion del ADP en controles y pacientes

%CD62+espontaneas

%CD62+ADP 2,5 uM %CD62+ADP 5,0 uM

HL basal (n = 30)
HL 2 meses atorvastatina (n = 30)
Grupo control (n = 40)

2,414+1,55 (ns)
1,45+1,06*
1,99 +1,69

42,91+10,08 (ns)
36,48+ 11,56 (NS)
39,99+ 14,04

43,16+11,16 (ns)
37,56+ 11,28 (NS)
40,35+ 14,93

Ator.: atorvastatina; HL: pacientes hiperlipémicos; m: meses; ns: no significativo frente a control; NS: no significativo frente a basal.

*p<0,05 frente a basal.

Tabla 3  Microparticulas y microagregados plaquetarios
circulantes en controles y pacientes antes y después del
tratamiento con atorvastatina

MP MAP
circulantes/ circulantes/
5.000 5.000
plaquetas plaquetas
HL basal (n = 30) 233458 (ns)  390+43°
HL 2 meses ator. (n=30) 231460 (NS) 322448°
Grupo control (n = 40) 260+46 230+42

HL: pacientes hiperlipémicos; ator.: atorvastatina; m: meses;
MP: microparticulas de plaquetas; MAP: microagregados
plaquetarios; ns: no significativo frente a control; NS: no
significativo frente a basal.

2p<0,01 frente a control.

5p<0,05 frente a basal.

Al efectuar el estudio de correlaciones entre los cambios
observados en la cinética del Ca?* y la concentracién de
cLDL, se observa que existe una correlacion estadistica-
mente significativa entre el incremento de fluorescencia
debida a la estimulacion con trombina y la concentracion
plasmatica de cLDL (r de Pearson = 0,444; p = 0,009).

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio relacionados
con la eficacia de la atorvastatina como hipolipemiante y a
su seguridad y falta de efectos secundarios confirman datos
previos publicados por nuestro grupo y por otros auto-
res'>'7-1°_ En efecto, en todos los pacientes estudiados, la
atorvastatina disminuye significativamente el nivel de
colesterol total y LDL, sin efectos secundarios indeseables.

En el presente trabajo se observa que la atorvastatina
reduce el porcentaje de plaquetas circulantes CD62-posi-
tivas, lo que también ha sido comunicado por otros
investigadores?®2' que lo relacionan con la accién de la
atorvastatina sobre los receptores plaquetarios de las LDL
oxidadas, con la consiguiente disminucion de la activacion
plaquetaria. Es sabido que el cLDL aumenta la produccion de
anion superdxido (03), mediante la activacion de la
fosfolipasa A; y las enzimas NADH/NADPH. La atorvastatina
puede reducir la produccion de O; por las plaquetas, debido,
en parte, a su accion sobre el cLDL Yy, por otra parte, debido
a otros posibles mecanismos que serian responsables de la
actividad antioxidante de dicho farmaco®?°. Otros grupos
sugieren que la atorvastatina puede inhibir directamente la
activacion plaquetaria mediante un mecanismo no bien
conocido, relacionado con el receptor PAR-1 de la trombi-
na??. Sin embargo, dado que en un trabajo anterior de
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Tabla4 Movilizacion del Ca** libre citoplasmatico por trombina (0,1 U/ml) en controles y en pacientes hiperlipémicos antes

y después del tratamiento con atorvastatina

Fluorescencia inicial, UAF

Incremento fluorescencia, UAF

Valor de la pendiente, m

HL basal (n = 30) 3,48+0,51°
HL 2 meses ator. (n = 30) 3,13+0,62¢
Grupo control (n = 40) 2,8140,63

39,13+9,17° -3,014+1,112
33,36 +10,00¢ -4,66+1,57¢
28,15+8,20 -3,66+1,36

Ator: atorvastatina; HL: pacientes hiperlipémicos; UAF: unidades arbitrarias de fluorescencia.

2p<0,05 frente a control.
bp<0,001 frente a control.
“p<0,05 frente a basal.

nuestro grupo se observé una correlacion directa entre las
concentraciones de colesterol total y cLDL y la expresion
de marcadores de activacion plaquetaria, en pacientes
hipercolesterolémicos tratados con atorvastatina', se po-
dria especular que dicho farmaco ejerce su accion sobre las
lipoproteinas y estas, a su vez, modifican la activacion
plaquetaria.

Las microparticulas derivadas de plaquetas (MP) y los MAP
se consideran marcadores de activacion plaquetaria. La
coagulacion dependiente de la membrana plaquetaria
desempefa un papel importante cuando aumenta significa-
tivamente el nimero de MP debido a la formacion del
complejo protrombinasa (fosfatidilserina-Ca%*-Fva-Fxa) so-
bre la superficie de las MP, lo que estimula la formacion de
trombina?®. Nuestros resultados indican que la hiperlipemia
no modifica el nimero de MP, lo que resulta congruente con
lo publicado por Olivotti et al?*, por lo que no parece que los
pacientes estudiados presenten un estado de hipercoagula-
bilidad atribuible a un incremento en la formacion del
complejo protrombinasa. Por otro lado, la administracion de
atorvastatina no modifica el nUmero de dichas MP, lo que
sugiere que dicho farmaco no modificaria un hipotético
estado de hipercoagulabilidad debido a un aumento de MP.

En el presente estudio se observa un mayor nimero de
MAP circulantes en los pacientes antes de iniciar el
tratamiento que en los controles. Esta observacion sugiere
que en la hipercolesterolemia, una subpoblacion de plaque-
tas circula en estado activado, lo que facilita la formacion
de agregados plaqueta-plaqueta, tal como han comunicado
otros autores?>. Dado que la presencia espontanea de dichos
MAP constituye un factor de riesgo de eventos cardiovascu-
lares?® y que los microagregados formados poseen potencial
para formar trombos mayores que produciran oclusiones
vasculares?’, la poblacion con hipercolesterolemia sin
controlar, puede considerarse, desde este punto de vista,
como una poblacion con riesgo de trombosis. Esta situacion
tiende a normalizarse tras dos meses de tratamiento con
atorvastatina, lo que puede significar un interesante efecto
ahadido, que no ha sido comunicado previamente por
ninguno de los autores consultados.

Los resultados del presente estudio indican que los
pacientes hipercolesterolémicos presentan mayor concen-
tracion de Ca?* basal que los controles, lo que concuerda
con lo publicado por Bochkov et al?®. Este hecho puede
atribuirse al influjo de Ca?" debido a la elevada concen-
tracion plasmatica de cLDL, y a la activacion del ciclo
fosfatidil-inositol en las plaquetas’. Seglin nuestros resulta-
dos, los pacientes con mayores cifras de colesterol total y

cLDL muestran mayor movilizacion del calcio libre citoplas-
matico, lo que resulta coherente con lo publicado por otros
autores’. La mayor respuesta a la trombina, que presentan
las plaquetas de pacientes con elevadas concentraciones de
cLDL, puede explicarse a través de diversos mecanismos no
bien establecidos. Uno de tales mecanismos es la activacion
de la via de las fosfolipasas C y A, que, a su vez, movilizan
los depésitos internos del i6n Ca®* que, junto a la entrada
del calcio extracelular y la activacion de la proteincinasa C,
inicia la exposicion de receptores del fibrindgeno y la
reaccion de secrecion plaquetaria?®. Los resultados del
presente estudio indican que la atorvastatina normaliza la
cinética del calcio libre citoplasmatico intraplaquetario, lo
que coincide, en general, con lo comunicado por otros
autores que han utilizado técnicas diferentes’. En cuanto a
la capacidad de las plaquetas para recuperar su concen-
tracion inicial de calcio después de ser activadas con
trombina (indicada por el valor de la pendiente m de la
recta de regresion fluorescencia-tiempo), nuestros resulta-
dos muestran que es menor en los pacientes hipercoleste-
rolémicos que en los controles. Resulta dificil comparar este
aspecto de la cinética del calcio plaquetario con lo
publicado por otros grupos de trabajo, dada la falta de
datos en la bibliografia consultada. Este aspecto puede
resultar relevante, ya que una menor pendiente de
normalizacion, obtenida con nuestra técnica cinética,
significa que la plaqueta, después de ser estimulada,
mantiene durante mas tiempo una concentracion elevada
de Ca?* , con lo que ello implica sobre la activacion
plaquetaria. El hecho observado de que dicha pendiente
aumenta significativamente mediante el tratamiento
con atorvastatina podria suponer un interesante efecto
beneficioso anadido, descrito por primera vez en la
literatura cientifica.

De todo lo expuesto, parece razonable pensar que el
desequilibrio de lipoproteinas, caracteristico de la hiperco-
lesterolemia, puede afectar alguna de las vias de activacion
plaquetaria, lo que podria explicar los cambios observados
en la mayor activacion y reactividad que presentan las
plaquetas de los pacientes hipercolesterolémicos sin trata-
miento. Sin embargo, los resultados obtenidos permiten
especular que, ademas del mecanismo indirecto lipidos-
plaquetas, la atorvastatina puede actuar directamente
sobre la activacion plaquetaria a través de su efecto sobre
la movilizacion del calcio libre intraplaquetario.

Esta bien establecido que la atorvastatina presenta un
amplio rango de efectos pleiotropicos que contribuyen
a su capacidad para disminuir el riesgo cardiovascular,
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incluyendo la estabilizacion de la placa, mejora de la
funcion endotelial, inhibicion de la proliferacion y migracion
celular de la musculatura lisa, reduccion de la expresion de
moléculas de adhesion, prevencion de la esterificacion y
acumulacion de colesterol, reduccion de la formacion de
factores trombogénicos y, tal como se describe en el
presente estudio, una normalizacion de la actividad plaque-
taria y de la movilizacion de calcio.

La reduccion de mortalidad y morbilidad en pacientes
hipercolesterolémicos tratados con estatinas ha sido atri-
buida principalmente a la accion de dichos farmacos sobre la
sintesis de colesterol total y cLDL. Sin embargo, nuestros
resultados muestran que la accion de la atorvastatina en la
activacion plaquetaria, la formacion de microagregados
plaquetarios y la movilizacion del calcio libre citoplasmatico
pueden ser considerados como otros importantes efectos
pleiotropicos no descritos en la bibliografia consultada.
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