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stimados socios: Para finalizar el curso académico 
la revista incluye cuatro artículos de revisión. En la 
primera de ellas se describe el mecanismo de 
remodelado de la homeostasis del calcio 

intracelular en células de cáncer colorrectal. En esta 
revisión el grupo de los Dres. Carlos Villalobos y Lucia 
Núñez, del Instituto de Biología y Genética Molecular de la 
Universidad de Valladolid y del Consejo Superior de 
Investigaciones Científicas, ponen de manifiesto el papel 
del remodelado de la expresión de proteínas relacionadas 
con la homeostasis del calcio, tales como STIM1, Orai1, 
TRPC1 y STIM2, en el fenotipo de las células de cáncer 

colorrectal revelando el importante papel que la entrada 
capacitativa de calcio tiene en el cáncer.
La segunda revisión trata sobre el papel de las 
micropartículas en la patogénesis de la enfermedad 
cardiovascular. Las micropartículas son pequeñas 
vesículas, derivadas de distintos tipos celulares, que son 
liberadas a los fluidos orgánicos tras procesos de 
activación o apoptosis y cuya concentración en sangre 
cambia en determinadas condiciones patológicas. La 
revisión firmada por las Dras. Nicoleta Alexandru y 
Adriana Georgescu, del Instituto de Biología y Patología 
Celular 'Nicolae Simionescu', perteneciente a la Romanian 
Academy, se centra en el  papel potencial de las 
micropartículas en la promoción de la disfunción 
endotelial, la inflamación y la trombosis de la pared 
vascular, principales determinantes en el desarrollo de la 
enfermedad cardiovascular.
 En la tercera revisión, la Dra. Doina Popov, igualmente del 
Instituto de Biología y Patología Celular 'Nicolae 
Simionescu', analiza el papel de la mitocondria en la 
función y disfunción plaquetaria, así como las 
complicaciones que las disfunciones mitocondriales 
generan en la salud humana, poniendo de manifiesto que 
aún no se han descifrado cuestiones que podrían ser de 
relevancia para la práctica clínica.
Finalmente, y sin abandonar las fisiopatología plaquetaria, 
el grupo del Dr. García-Estañ, del Departamento de 
Fisiología de la Universidad de Murcia, nos desvela las 
alteraciones en la fisiología plaquetaria secundarias a la 
cirrosis hepática y el efecto beneficioso del tratamiento 
con ácido fólico en la hiperagregabilidad plaquetaria 
observada en estadios tempranos.
Con el presente número de la revista FISIOLOGÍA 
queremos, además, rendir un entrañable recuerdo de 
admiración para quien fuera presidente de nuestra 
sociedad y maestro de muchos fisiólogos, Constancio 
González Martínez, fallecido cuando se cerraba esta 
edición.

Juan Antonio Rosado
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jóvenes en la SECF. Jóvenes estudiantes y jóvenes científicos que llevarán el peso de la Fisiología en el futuro en España. Mantuvimos una 

reunión con la Fundación Juan Negrín en Las Palmas de Gran Canaria el pasado 3 de febrero, con motivo de la Inauguración de la Exposición 

Permanente en la Nueva Sede de la Fundación. Nos entrevistamos con Carmen Negrín, José Medina, Presidente de la Fundación y Rafael 

Alonso Solís. Nuestra propuesta fue concreta, dar continuidad, aunque sea 100 años después, al Laboratorio de Fisiología de la Junta de 

Ampliación de Estudios que dirigió Juan Negrín entre 1916 y 1936. Todos coincidimos en la labor realizada por el Laboratorio de Fisiología, que 

dio lugar a la formación de grandes fisiólogos (José María García Valdecasas, José María de Corral –Fundador de la SECF-, Severo Ochoa, 

Grande Covián, José Sopeña, etc.) y que perfilaron lo que es en la actualidad la Fisiología española. Carmen Negrín se mostró entusiasmada y 

muy ilusionada  por reactivar, la pasión de su abuelo por la enseñanza y por la ciencia. Nos comentó cómo incluso en Francia e Inglaterra el Dr. 

Negrín continuaba realizando experimentos a pesar de encontrarse lejos de lo que fue su laboratorio de Fisiología. Continuamos trabajando 

con la Fundación en la manera de llevar a cabo esta iniciativa, de ofertar formación en Fisiología a nuestros jóvenes y de mostrarles la 

importancia que tuvo en su momento el Laboratorio de Fisiología. Por otro lado, se les ofrecerá una visión clara y determinante de lo que es una 

carrera académica en nuestra área al poner en contexto el Laboratorio de Fisiología, los grandes científicos que allí se formaron y la gran 

influencia que tuvieron en la ciencia a todos los niveles.
Ayer 3 de junio, el parlamento Europeo rechazó la iniciativa “Stop Vivisection”. Quiero agradecer desde aquí a los socios de la SECF, que han 

sido muchos,  su apoyo y las argumentaciones realizadas para defender el uso de los animales de experimentación. Asimismo quiero agradecer 

a los que se han puesto en contacto en contacto directo con los europarlamentarios españoles, pues estoy convencido de que su influencia ha 

sido muy beneficiosa para argumentar lo que finalmente se ha plasmado en el documento elaborado por la Unión Europea. Creo que ha sido 

muy útil todo el ejercicio realizado y puedo decir que ha merecido la pena.
Por último me gustaría realizar un llamamiento, como hice en mi carta anterior, a todos los socios a que nos hagan llegar sus opiniones, sus 

experiencias docentes e investigadores, pues estoy convencido de que podemos canalizarlas a través de la SECF no sólo en la difusión de las 

mismas, sino en beneficio del resto de la comunidad de fisiólogos en España.

Un fuerte abrazo,

Guillermo Alvarez de Toledo Naranjo
Presidente Ejecutivo de la SECF

•CARTA DEL PRESIDENTE
ueridos socios y amigos,
Ya han transcurrido unos meses desde la celebración del XXXVII Congreso de la SECF que tuvo lugar en Granada en 

septiembre pasado y estamos a punto de dar el pistoletazo de salida a la organización del XXXVIII Congreso de la SECF que 

tendrá lugar en Zaragoza en 2016. Animo desde aquí a todos los socios a que participen en este próximo Congreso de la SECF 

que tendrá lugar en el Paraninfo de la Universidad de Zaragoza, antigua Facultad de Medicina y Ciencias el próximo año.
En estos meses hemos iniciado desde la Junta Directiva diversas acciones encaminadas a incrementar la participación de los 
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Constancio González, maestro y científico

Lamentablemente, hace pocos días falleció el Prof. Constancio González, Catedrático de Fisiología y 

persona muy querida en nuestra Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid y en la Sociedad 

Española de Ciencias Fisiológicas, de la que fue Presidente. 

Constancio González era natural de Renedo de Valderaduey, un pequeño pueblo leonés cercano a Sahagún, 

del que se mostraba muy orgulloso y del que disfrutaba hablando cuando la ocasión se lo permitía. Sus padres 

tuvieron una clara visión que fue poner por encima de cualquier otro objetivo la educación de sus hijos, a los 

que dieron estudios superiores a pesar de no tenerlo fácil. 

Estudió bachillerato interno en León, en cuyo Instituto y rodeado de buenos amigos que todavía conserva, 

logró según siempre contaba una excelente formación. Posteriormente se licenció en la Facultad de Medicina de la Universidad Valladolid en 

1974, años convulsos para nuestra Universidad. Allí, en el Departamento de Bioquímica y Fisiología del que fue Alumno Interno, se inició en el 

mundo de la investigación de la mano de los entonces jóvenes profesores Benito Herreros y Carlos Belmonte. En esa época se dieron cita en 

nuestra Facultad un grupo de profesores con una sólida formación científica, y lo que es muy importante, con energías para desarrollar y 

transmitir su entusiasmo a un grupo de jóvenes estudiantes. Fue compañero y compartió laboratorio con Javier García-Sancho, Ana Sánchez, 

Fernando Giráldez, Cristina Miner, Arcadio Gual y la que posteriormente se convirtió en su esposa y colega Ana Obeso. En 1974 y con la maleta 

llena de ilusiones se fue con Ana al Departamento de Fisiología de la Facultad de Medicina de la Universidad de Utah donde realizó un brillante 

trabajo de tesis doctoral. Allí nació su hija Elvira y allí tuve el honor de conocerle hace ahora más de 35 años. 

Desde entonces su carrera ha sido imparable convirtiéndose muy pronto en una referencia internacional en el campo de la quimiorrecepción 

hipóxica y de los mecanismos de control respiratorio. Su trabajo ha sido fundamental para descifrar los mecanismos responsables que 

permiten a algunas células de nuestro organismo detectar la disminución de la presión de oxígeno. La descripción de estos mecanismos tiene 

una enorme importancia pues cuando estas células, que actúan como centinelas, se activan, ponen en marcha mecanismos generales que 

tratan de eliminar las causas de esta hipoxia o aminorar sus consecuencias. 

Tras volver a la Universidad de Valladolid en 1980, donde nacieron sus hijos Ana y Constancio, fue profesor adjunto y alcanzó la cátedra en 

1986. Constancio González ha sido un ejemplo del buen científico que no se dispersa y que con tenacidad acomete un problema. Precisamente 

la dedicación a un problema especifico, pero importante, y no la dispersión intelectual originada por el estudio de múltiples problemas sin una 

línea de continuidad, ha sido una de las claves del éxito de sus investigaciones y del reconocimiento de la comunidad científica de la que ha sido, 

sin duda, una de las figuras más relevantes en el área de la quimiorrecepción. Sus mayores contribuciones se han centrado en describir la 

neurotransmisión y los mecanismos de transducción del estímulo hipóxico en los quimiorreceptores arteriales. Su grupo, en colaboración con 

el grupo del Prof J. López Barneo, fueron los primeros en describir un canal de K+ sensible a hipoxia. Más recientemente había dedicado sus 

investigaciones a terrenos más aplicados como estudiar los efectos de la hipoxia intermitente en la activación del Cuerpo Carotideo y en la 

contribución de dicha activación en generar diferentes patologías. Su labor científica ha merecido el Premio de investigación Severo Ochoa de 

la Fundación Ferrer, el de Castilla y León de Investigación Científica y Técnica, del Consejo Social de la Universidad de Valladolid y la Medalla de 

la Real Academia de Medicina y Cirugía de Valladolid, entre otras prestigiosas distinciones.

Su labor docente y de gestión también ha sido muy importante. Ha enseñado Fisiología a muchas generaciones de médicos vallisoletanos y 

entre otros cargos ha sido Director del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular y Fisiología de la Universidad de Valladolid y 

miembro fundador del Instituto de Biología y Genética Molecular (IBGM) Centro Mixto UVA/CSIC. 

Desgraciadamente hoy los que hemos sido sus colaboradores y discípulos nos sentimos un poco huérfanos y ya empezamos a echar de menos 

la luz de su despacho en la quinta planta, su sonrisa socarrona, sus sabios consejos y su ejemplo de hombre bueno. Nos has dejado un recuerdo 

imborrable. Descansa en paz, Constancio. 

Valladolid, 11 de junio de 2015 

Ricardo Rigual Bonastre
Decano 

Facultad de Medicina
Universidad de Valladolid

OBITUARIO A CONSTANCIO GONZÁLEZ



2+El Ca  intracelular juega un papel muy relevante en el control de numerosas funciones celulares, incluyendo muchas a largo plazo 

como la proliferación, la migración y la muerte celular. En los últimos años se ha descrito que, en algunos tipos de tumores, el 
2+ 2+remodelado de la homeostasis del Ca  intracelular y la alteración de la expresión y/o la actividad de algunos canales de Ca  podría 

contribuir al fenotipo tumoral, caracterizado por excesiva proliferación, capacidad de invasión y resistencia a la muerte. Nuestro 
2+grupo ha caracterizado recientemente el remodelado del Ca  intracelular en células de adenocarcinoma de colon humano, sus 

bases moleculares y sus posibles consecuencias funcionales.

.Diego Sobradillo, Miriam Hernández-Morales, Lucía Núñez y Carlos Villalobos*

Instituto de Biología y Genética Molecular (IBGM),

Universidad de Valladolid y Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC)..

* Autor para remitir correspondencia: Carlos Villalobos. E-mail: carlosv@ibgm.uva.es

IBGM, c/ Sanz y Forés 3, 47003 Valladolid, España. Tfno: +34 983 184821; Fax: +34 983 184800; 

descrito que el papel de la mitocondria podría ser relevante en 
procesos celulares a largo plazo, que requieren una entrada 

2+mantenida de Ca , como la expresión génica y la proliferación 
celular (Quintana y col., 2011). 

Durante años, las bases moleculares de la ECC han sido un 
misterio que se empezó a descifrar tras el hallazgo de la superfamilia 
de canales iónicos TRP, durante tiempo considerados responsables 
de la ECC. Sin embargo, más recientemente, se describieron las 
proteínas de las familias ORAI y STIM plenamente aceptadas ahora 

2+Homeostasis del Ca  intracelular.
2+El Ca  intracelular es un segundo mensajero muy versátil implicado 

en el control de numerosos procesos fisiológicos y celulares a corto 
2+y largo plazo. A diferencia de otros mensajeros, el Ca  no se crea ni 

se destruye, sino que se transporta a favor de gradiente 
electroquímico por canales, o en contra de este gradiente a 
expensas del consumo de energía almacenada en forma de ATP 
(bombas) u otros gradientes iónicos (transportadores). Los canales, 
bombas y transportadores están localizados en la membrana 
plasmática o en endomembranas del retículo endoplásmico (RE), las 
mitocondrias u otros orgánulos subcelulares (Fig. 1). A diferencia de 

2+ 2+otros iones, la concentración de Ca  citosólica ([Ca ] ) es tan cit

pequeña (100 nM) que ligeros cambios en la actividad de los canales 
2+inducen grandes aumentos en la [Ca ] . Estos incrementos pueden cit

estar restringidos en el tiempo y en el espacio dando lugar a eventos 
2+elementales o microdominios de Ca  capaces de regular funciones 

celulares localizadas como la exocitosis (membrana plasmática), la 
respiración celular y síntesis de ATP (mitocondrias) o la transcripción 

2+génica (núcleo). El estudio de la homeostasis del Ca  intracelular es 
pues un estudio del transporte iónico que requiere el uso de 
sofisticadas metodologías de registro de corrientes iónicas (patch-

2+clamp) o medidas de la concentración del ión Ca  en citosol, 
orgánulos y/o entornos subcelulares mediante técnicas de imagen y 
sondas dirigidas. 

2+Existen numerosos tipos de canales de Ca  tanto en la 
membrana plasmática como en las endomembranas. En el RE, los 

2+receptores de IP  y rianodina son canales de Ca  operados por 3
2+ligando que median la liberación de Ca  desde los depósitos. En las 
2+ 2+mitocondrias el principal canal de Ca  es el uniportador de Ca  

2+ 2+mitocondrial (MCU), un canal de Ca  activado por Ca  
caracterizado recientemente (Baughman y col. 2011, De Stefani y 
col.,2011). Finalmente, en la membrana plasmática existen diversos 

2+ 2+tipos de canales de Ca , incluyendo canales de Ca  operados por 
ligando, canales operados por voltaje propios de las células 
excitables (VOCs) y otros canales independientes de voltaje 
especialmente relevantes en las células no excitables. Entre estos 
últimos destaca fundamentalmente la llamada entrada capacitativa 

2+ 2+de Ca  (ECC), una vía de entrada de Ca  ubicua responsable de la 
2+entrada de Ca  inducida por agonistas de receptores acoplados a la 

activación de fosfolipasa C. 
La ECC se activa tras el vaciamiento de los depósitos 

2+intracelulares de Ca  inducida por IP  o tras el vaciamiento de los 3

depósitos con inhibidores de las bombas tipo SERCA del RE, como 
tapsigargina, y permanece activa hasta que los depósitos vuelven a 
rellenarse. La ECC se regula también por las mitocondrias, ya que 

2+éstas pueden capturar gran parte del Ca  liberado impidiendo la 
2+inactivación Ca -dependiente del receptor de IP  o de los propios 3

canales capacitativos (Icrac). Este control mitocondrial de la ECC 
permite la depleción eficiente de los depósitos asegurando la 
activación de las corrientes Icrac e impidiendo su inactivación. Se ha 

2+REMODELADO DEL CA  INTRACELULAR EN EL
CÁNCER COLORRECTAL
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2+Figura 1. Remodelado del Ca  intracellular en cancer colorectal.  
Las células normales de colon humano (arriba) muestran una ECC pequeña 
mediada por Orai1 y STIM1 y un gran contenido de los depósitos asociados a 
la expresión de STIM2. Las células también expresan TRPC1, TRPC4, 
TRPC7, TRPV6 y TRPM8. Las células de adenocarcinoma de colon humano 
(abajo) presentan gran ECC mediada por aumentos en la expresión de Orai1 
y STIM1, una corriente operada por depósitos mediada por el incremento de 
la expresión de TRPC1 y una depleción parcial del contenido de los depósitos 
mediada por la disminución de la expresión de STIM2. Estas células carecen 
de TRPC7, TRPV6 y TRPM8. El remodelado podría contribuir al aumento de 
la capacidad de proliferación, invasión y supervivencia característico de las 
células tumorales (Sobradillo y col., 2014).

http://carlosv@ibgm.uva.es


como responsables de la ECC. A nivel molecular, la ECC se inicia con 
el vaciamiento de los depósitos que es detectado por un sensor 
denominado STIM1, lo que promueve su oligomerización e 

2+interacción con ORAI1, un canal de Ca  localizado en la membrana 
2+plasmática, permitiendo la entrada de Ca  al citosol y el rellenado de 

2+los depósitos . Existe otro sensor de Ca , llamado STIM2, que 
2+presenta una afinidad menor por el Ca  y que podría activarse tras 

vaciamientos moderados . Además, ORAI2 y ORAI3 podrían 
2+participar como canales de Ca  en la ECC . Finalmente, la 

participación de otros tipos de canales, como algunos de la 
superfamilia TRP, no ha sido completamente descartada. De hecho 
se cree que algunos miembros de la familia TRPC serían 
responsables de corrientes operadas por depósitos (I ) menos SOC

2+ selectivas a Ca

2+ Remodelado del Ca en el cáncer
2+Debido a la gran relevancia del Ca  intracelular como segundo 

2+mensajero, la alteración de los sistemas de transporte de Ca  está 
implicada en numerosas disfunciones y patologías. Numerosas 
publicaciones recientes sugieren que cambios en la homeostasis del 

2+Ca  intracelular (remodelación) podrían estar implicados en 
diversas formas de cáncer. Ello no es extraño si tenemos en cuenta 
que numerosos procesos celulares exacerbados en la célula 
transformada, como la excesiva proliferación celular, la capacidad de 
migración e invasión y la supervivencia celular, están regulados por 

2+ 2+Ca  intracelular . Una de las vías de entrada de Ca  que ha sido 
implicada en cáncer es la alteración de la ECC , lo que podría ofrecer 
nuevas posibilidades terapéuticas frente al cáncer (Roderick y Cook, 
2008). Sin el ánimo de ser exhaustivos, se ha descrito que algunos 

2+tipos de canales de Ca  podrían estar sobreexpresados en distintos 
2+tumores. Así, tumores epiteliales expresan canales de Ca  

dependientes de voltaje tipo L (Wang y col., 2000) o tipo T y su 
inhibición previene la proliferación celular (Taylor y col., 2008). 
También se ha descrito la sobreexpresión de canales de la familia 
TRPC y TRPV6 en carcinomas de colon y otros tumores (Zhuang y 
col., 2002; Capiod y col., 2007; El Boustany y col., 2008). Más 
recientemente, se ha propuesto un papel esencial de los 
componentes de la ECC en la tumorigénesis. Por ejemplo, Orai1 y 
STIM1 podrían ser críticos para la migración de las células de 
tumores de mama y su metástasis (Yang y col., 2009). STIM1 juega un 
papel relevante en el crecimiento y la migración celular en el cáncer 
cervical (Chen y col., 2011). De hecho, STIM1 está sobreexpresado 
en un 70% de cánceres cervicales, lo que se ha asociado a un mayor 
riesgo de metástasis. Orai1 podría estar sobreexpresado en cáncer 
de mama (McAndrew y col., 2011). Por otra parte, la entrada de 

2+Ca  mediada por Orai1 regula la proliferación y la supervivencia en 
células de glioblastoma (Liu y col., 2011) y hepatoma (El Boustany y 
col., 2008). Por tanto, numerosas evidencias recientes sugieren un 

2+papel inesperado para el remodelado del Ca  intracelular, 
particularmente la ECC, en el cáncer (Prevarskaya y col., 2011; 
Prevarskaya y col., 2014).

La aspirina previene el cáncer colorrectal e inhibe la entrada 
2+capacitativa de Ca . 

A pesar de su interés potencial, existe muy poca información sobre  
2+remodelado del Ca  intracelular en el cáncer colorrectal, una de las 

formas de cáncer de mayor incidencia y mortalidad en nuestra 
sociedad. Nuestro interés por el cáncer colorrectal y la posible 

2+remodelación del Ca  intracelular deriva del hecho de que aspirina y 
otros anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs) podrían proteger 
de modo eficaz frente al cáncer colorrectal y otros tipos de cáncer 
(Rothwell y col., 2011). Aunque el mecanismo de quimioprevención 
no es todavía conocido, se sabe en buena medida independiente de 
las propiedades anti-inflamatorias de estos fármacos. Hace pocos 
años, nuestro grupo propuso que el principal metabolito de aspirina, 
el salicilato, podría inhibir el crecimiento tumoral mediante la 
inhibición de la ECC por un mecanismo dependiente de 
mitocondrias (Núñez y col. 2006; Valero y col., 2008). El salicilato, 
actuando como un desacoplante mitocondrial parcial, despolariza 
parcialmente la mitocondria lo que limita la fuerza electromotriz 

2+para la captación mitocondrial de Ca . Puesto que la ECC está 
regulada por las mitocondrias, este efecto del salicilato favorece la 

2+inactivación Ca -dependiente de Icrac e inhibe la ECC. Puesto que 

esta vía es requerida para la proliferación celular, el resultado es que 
el salicilato inhibe la proliferación celular a través de la inactivación de 

2+un canal de Ca .  Este mecanismo simple explica los efectos 
antiproliferativos de la aspirina en linfocitos T y células de músculo 
liso vascular (Núñez y col., 2006; Muñoz y col., 2011). Además, 
demostramos que las células de músculo liso de arteria coronaria 
humana que adquieren fenotipo proliferativo sufren un remodelado 
por el que se incrementa la ECC sensible al salicilato (Muñoz y col., 
2013), mientras desaparecen los canales voltaje-dependientes. 
Estos resultados nos llevaron a pensar que si la ECC adquiría una 
gran relevancia durante el remodelado vascular de la arteria 
coronaria, quizás también podría adquirir gran relevancia en el 
remodelado fenotípico más dramático: la transformación celular 
que ocurre en el cáncer. 

2+Remodelado del Ca  intracelular en cáncer colorrectal
Las ideas anteriores nos llevaron a explorar la posibilidad de una gran 
remodelación de la ECC en el cáncer colorrectal (Fig. 1). Para 
investigar esta hipótesis utilizamos una serie de líneas celulares 
normales de colon humano y de adenocarcinoma de colon humano. 
El estudio por imagen de fluorescencia de estas células llevó a una 
conclusión clara: La ECC es mucho mayor en las células tumorales 
que en las normales. Esto es así tanto para la ECC inducida por 
tapsigargina, que vacía completamente los depósitos intracelulares 

2+ 2+de Ca , como para la entrada de Ca  inducida por agonistas 
(Sobradillo y col., 2014). Encontramos además que las diferentes 
líneas celulares (normales y tumorales), presentaban distintos 
niveles de proliferación celular, existiendo una clara correlación 
entre la ECC y la proliferación celular, y sugiriendo así que la excesiva 
proliferación celular de las células tumorales deriva de los cambios 
en la ECC. Consistentemente, la inhibición de la ECC con salicilato o 
antagonistas clásicos inhibe la proliferación y la invasión celular 
medida por ensayo de invasión en matrigel, sugiriendo así que el 
incremento de la ECC en las células tumorales favorece no solo la 
proliferación excesiva sino también la invasión celular. 

Estudiamos también las posibles diferencias en la entrada y 
2+liberación de Ca  inducida por agonistas fisiológicos entre células 

normales y tumorales. Tanto ATP como carbacol, dos agonistas 
fisiológicos que activan receptores acoplados a proteínas G y 

2+fosfolipasa C, inducían incrementos de la [Ca ]  mucho mayores en cit
2+las células tumorales. El análisis en medio libre de Ca  reveló que los 

2+dos agonistas liberaban más Ca  en las células tumorales. Respecto a 
2+la entrada de Ca , los resultados fueron sorprendentes: en realidad 

2+los agonistas inducían entrada de Ca  solo en las células tumorales 
2+pero no en las normales a pesar de que inducían liberación de Ca  

desde los depósitos intracelulares. Experimentos con IP  enjaulado 3

mostraban resultados similares sugiriendo la posibilidad de que las 
células tumorales expresasen más receptores para IP . 3

Paradójicamente, otro tipo de ensayos demostró que el contenido 
2+de Ca  de los depósitos intracelulares era mucho mayor en las 

2+células normales. En otras palabras, los depósitos de Ca  en las 
células tumorales están parcialmente vacíos. En estas condiciones, 
una mínima estimulación es suficiente para activar la ECC. Sin 

2+embargo, los depósitos de Ca  en las células normales están tan 
llenos que la mínima depleción inducida por los agonistas fisiológicos 
podría no ser capaz de activar la ECC. Por otro lado, el vaciamiento 
relativo de los depósitos en las células tumorales podría contribuir a 
la gran resistencia de éstas a la muerte. 

Corrientes operadas por depósitos en células normales y 
tumorales
Para identificar funcional y farmacológicamente los canales operados 
por depósitos de las células normales y tumorales se utilizó la técnica 
de patch-clamp planar en la configuración de voltage clamp. El 
vaciamiento de los depósitos en los colonocitos normales inducía 
una pequeña corriente entrante, independiente de voltaje, con una 

2+característica rectificación hacia dentro, muy selectiva para Ca  y 
3+sensible a La  y a bajas concentraciones de 2-APB (Sobradillo y col., 

2014). Esta corriente es muy similar a la corriente Icrac descrita 
originalmente como responsable de la ECC. En las células 
tumorales, en cambio, las cosas eran bien diferentes. El vaciamiento 
de los depósitos inducía dos tipos de corrientes: una primera 

 corriente similar a Icrac de las células normales pero de mayor 
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densidad y una corriente adicional, ausente en las células normales, 
2+con un gran componente saliente, no selectiva para Ca  y sensible a 

altas concentraciones de 2-APB (Sobradillo y col., 2014). Los datos 
sugieren que la ECC en las células normales está mediada por Orai1 
y STIM1, mientras que las células tumorales presentarían dos 
corrientes, una Icrac pero de mayor envergadura y otra corriente 
adicional posiblemente mediada por un canal tipo TRP. Para 
determinar la naturaleza de estos canales y las bases moleculares del 
remodelado estudiamos la expresión de diferentes genes y 
proteínas en las células normales y tumorales. 

2+Bases moleculares del remodelado del Ca  intracelular en 
cáncer colorrectal.
Mediante la técnica de RT-PCR convencional determinamos la 
expresión de posibles moléculas implicadas en la ECC y las 
corrientes operadas por depósitos. Las células normales y tumorales 
expresan todos los miembros de las familias Orai y STIM (Orai1, 2, 3 
y STIM1 y 2), así como canales TRPC1 y TRPC4. Otros genes como 
TRPC7, TRPV6 y TRPM8  solo se expresaban en las células 
tumorales pero no en las normales. Finalmente, había todavía otros 
genes ausentes en los dos tipos de células (Sobradillo y col., 2014). La 
pérdida de expresión de algunos canales como TRPV6 sugiere una 
pérdida de función asociada a la desdiferenciación típica de las 
células tumorales. 

Para establecer el papel de los otros genes en el cáncer 
colorrectal llevamos a cabo estudios de RT-PCR cuantitativa y 
Western blotting que revelaron aumentos significativos en la 
expresión de muchas de estas proteínas, fundamentalmente Orai1, 
STIM1 y TRPC1 así como una sorprendente disminución de STIM2. 
Estudios de silenciamiento confirmaron que Icrac y la ECC están 
mediadas por Orai1 y STIM1 en las células normales. En las 
tumorales, la ECC y la Isoc son más complejas e incluyen no solo a 
STIM1 y Orai1 (Fig. 1). El aumento en la expresión de ambos explica 
de un modo sencillo el aumento de la ECC en las células tumorales. 
Además, la corriente adicional presente sólo en las células tumorales 
está mediada fundamentalmente por TRPC1. Así pues, la ECC en las 
células tumorales no es solo mayor sino que además es distinta lo 
que podría tener importantes implicaciones funcionales. 

Finalmente analizamos el significado biológico de la 
pérdida de expresión de STIM2 en las células tumorales. El 
silenciamiento de STIM2 en células normales es suficiente para 

2+disminuir significativamente el contenido de los depósitos de Ca  
intracelular. Hay que tener en cuenta que STIM2 es un sensor de 

2+ 2+Ca  que detecta concentraciones de Ca  en el RE en torno a 500 
ìM, cuando los depósitos están llenos. En cambio, STIM1 detecta 
niveles en torno a 300 ìM, cuando los depósitos están parcialmente 
vacíos. Por tanto, el vaciamiento debido al silenciamiento de STIM2 
podría deberse a que, en ausencia de STIM2, el contenido del 
depósito está gobernado por STIM1 que lleva el nivel de los 

2+depósitos a los niveles que dicta su afinidad por Ca  produciéndose 
un llenado incompleto de los depósitos. Las consecuencias de este 
cambio podrían ser determinantes, pues un menor nivel de llenado, 
está asociado a una mayor resistencia de las células a la muerte 
celular y a una mayor facilidad para la activación de la ECC 
(Sobradillo y col., 2014).  

2+En definitiva, se muestra el posible remodelado del Ca  
intracelular en el cáncer de colon así como las bases moleculares del 
mismo y las consecuencias funcionales de los cambios. Hay que 
tener en cuenta, sin embargo, que los resultados derivan del análisis 
de unas pocas líneas celulares normales y tumorales y se requieren 
numerosos estudios adicionales en otros modelos. Sin embargo, los 
datos sugieren un papel relevante para la ECC en el cáncer. El hecho 

2+de que esta vía de entrada de Ca  se inhiba de un modo indirecto 
con aspirina, sugiere además un nuevo mecanismo de acción para 
este fármaco en la quimioprevención del cáncer colorrectal y otros 
tipos de cáncer. 
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Introduction.
Cardiovascular disease affects the  involving the heart, the 

blood vessels (arteries, capillaries, and veins) or both. With aging, 
physiological and morphological changes occur altering the 
cardiovascular function and leading to increased risk of 
cardiovascular disease, even in healthy asymptomatic individuals. It is 
now well established that disruption of endothelial integrity 
represents a crucial event in the initiation and development of 
cardiovascular diseases (CVD) (Markiewicz et al., 2013). Numerous 
studies have reported that measures of endothelial dysfunction may 
offer prognostic information on the vascular events (Lovren and 
Verma, 2013). Endothelial dysfunction occurs when a perturbed 
homeostatic endothelium disrupts vascular competency resulting in 
reduced vasodilatation and increased proinflammatory and 
prothrombotic properties of the vascular network (Endemann and 
Schiffrin, 2004). Endothelial dysfunction is the key of atherosclerosis 
disease which precedes the development of CVD. Atherosclerosis, 
the chronic disease of arterial wall, is initiated by inflammatory 
processes in the endothelial cells (ECs) of vessel wall in response to 
retained low-density lipoprotein (LDL) particles (Williams and 
Tabas, 1995). 

Microparticles (MPs) were identified as biomarkers of the 
vascular injury and inflammation in a wide range of cardiovascular 
diseases, including uncontrolled cardiovascular risk factors, 
atherosclerotic lesion progression, heart failure, thrombosis, 
arrhythmias, acute myocardial infarction, diabetes, preeclampsia, 
hypertension, and metabolic syndrome (Boulanger et al., 2001, 
Amabile et al., 2005, Feng et al., 2010, Amabile et al., 2010, 

Georgescu et al, 2012, Baron et al., 2012).  Changes in the circulating 
levels of MPs, resulting from the active balance between MP 
generation and clearance, can be detected in the plasma of healthy 
subjects and patients with cardiovascular disorders, providing 
important clinical information. Moreover, various studies indicate 
that MPs play an important role in the endothelial dysfunction, 
disrupting production of nitric oxide (NO) release from vascular ECs 
and subsequently modifying vascular tone. Also, circulating MPs 
affect both proinflammatory and proatherosclerotic processes in 
ECs (Lovren and Verma, 2013). 

In this review, special emphasis is placed on the potential 
of MPs as biological effectors in promoting endothelial dysfunction, 
inflammation and thrombosis of vascular wall, in atherosclerotic 
process, major determinant in CVD development. 

Generation and content of microparticles.
MPs are known as small vesicles (between 0.1 and 1 µm in 

diameter), distinguished from other groups of cell-derived vesicles 
(such as exosomes and apoptotic bodies), released into body fluids 
from different cells upon apoptosis or activation. They are present in 
blood of healthy subjects and their concentrations change in various 
clinical conditions (Piccin et al., 2007). In their lifetime, the cells 
subjected to different stimuli as physiological agonists, shear stress, 
apoptotic stimulation, release MPs, but this phenomenon is 
aggravated under pathological conditions as inflammation or other 
cellular stresses, which enhance MP production.

The formation process of MPs is not entirely clarified, but 
it is widely accepted that shedding vesicles are produced by budding 
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acids, (e.g. microRNA, mRNA, and even DNA), that mostly derive 
from their original cells (Hugel et al., 2005, Prokopi et al., 2009). 
Besides, MPs contain different molecules from the original cells, as 
the incorporation of protein molecules into MPs can be selective and 
modulated by agonist activators and/or microenvironments of the 
parental cells (Bernimoulin et al., 2009). Proteomic profile studies 
on MPs have revealed that characteristics of MPs isolated from 
peripheral blood depend on the type of stimulus used for their 
generation (Shai et al., 2012). Thus, it has been shown that the 
density of â2-integrin and P-selectin is markedly enhanced in 
platelet-derived MPs (PMPs), whereas MPs from activated 
neutrophils are highly enriched in activated Mac-1 (Sinauridze et al., 
2007, Pluskota et al., 2008). MPs express adhesion molecules on 
their surface, which may influence the probability of their capture by 
target cells and mediate MP effects on cell behavior (Press et al., 
2012, Rautou et al., 2011a). Therefore, the cellular origin and site of 
release are essential factors in determining the functional activities of 
MPs (Figure 2).

Role of MPs in endothelial dysfunction .
The endothelial dysfunction is an early event in the 

development and progression of a wide range of cardiovascular 
diseases and also, the earliest event in the process of lesion 
formation and atherosclerosis (Lovren and Verma, 2013). The 
endothelium is one of the primary targets of circulating MPs, under 
normal conditions, MPs contributing to the regulation of its functions 
(Owens and Mackman, 2011). In pathological state, MPs differ in 
numbers, composition, and function thereby contribute to a 
procoagulant and proinflammatory phenotype that leads to 
endothelial dysfunction and the development of CVD (Diamant et 
al., 2004, Diehl et al., 2010, Georgescu et al., 2012). Endothelial 
responses to MPs can be acute, resulting from the release of several 
factors, or prolonged, implying changes in the expression of genes 
involved in the structural and functional regulation of the vascular 
wall (Martinez et al., 2005). Also, the inflamed ECs alone can cause 
the release of proinflammatory MPs from circulating blood cells, that 
could then contribute to prolonged endothelial activation and 
atherosclerotic changes in blood vessels subjected to inflammatory 
insult (Holtom et al., 2012).

Several studies have demonstrated that MPs modify the 
vascular function by promoting oxidative stress and reducing NO 
concentrations in ECs. For example, MPs from metabolic syndrome 
patients induce a vascular dysfunction by impairing endothelium 
dependent relaxation in aorta (Martinez et al., 2005), increasing 
both ROS and NO release and by altering cyclooxygenase (COX) 
metabolites and MCP-1 through the Fas/Fas-ligand pathway (Agouni 
et al., 2011). In hypertensive–hypercholesterolemic hamster model, 
elevated numbers of MPs originating from ECs, platelets and 
leucocytes adhere to the vascular wall causing alterations of arterial 
reactivity (Georgescu et al., 2012). In a pulmonary hypertensive rat 
model, MPs inhibit endothelial NO production and endothelium-
dependent vasorelaxation (Tual-Chalot et al., 2010). MPs from T 
lymphocytes reduced eNOS activity, NO production and increase 
oxidative stress/caveolin-1 expression in ECs leading to a decrease 
of acetylcholine-evoked endothelial relaxation (Mostefai et al., 
2008). Furthermore, MPs released from activated monocytes 
increase the nitration of several proteins in human ECs and activate 
multiple pathways related to nitrosative stress by activating both 
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (PI3K) and ERK1/2 
and regulating calveolin-1 expression (Mastronardi et al., 2011). MPs 
derived from human circulating endothelial progenitor cells (EPCs) 
activate angiogenesis in mature quiescent ECs through PI3K/Akt 
signaling pathway and eNOS activation, and also, express several 
adhesion molecules that are crucial in the internalization of MPs into 
ECs (Deregibus et al., 2007).

MPs derived from different cellular type are involved in 
the endothelial function regulation. Thus, PMPs from healthy 
individuals promote proliferation, migration, and tube formation in 
cultured ECs, by their lipid components, likely sphingosine 1-
phosphate and activation of ERK1/2 and PI3K pathways (Kim et al., 
2004). PMPs stimulate angiogenesis, enhancing endothelial cell 
migration and inducing tube formation by their components, such as 
vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth 
factor (PDGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), and 

of cell plasma membrane. Though MP shedding is enhanced upon 
cell activation, constitutive ectocytosis is a permanent ongoing 
process in vivo for the majority of cells and significant levels of MPs 
originating from different cells can be always found in the plasma 
(Angelillo-Scherrer, 2012, Sadallah et al., 2011). MP release involves 
the reorganization of membrane phospholipid distribution, with 
outer leaflet exposure of phosphatidylserine (PS), and modification 
of the cell architecture, with the disruption of cytoskeleton 
organization (Baron et al., 2012). In quiescent cells, the distribution 
of phospholipids in the bilayer is asymmetric, with 
aminophospholipids (PS, phosphatidylinositol) localized in the inner 
leaflet, whereas neutral phospholipids (phosphatidylcholine, 
phosphatidylethanolamine) are in the outer leaflet. The 
phospholipid distribution is under the control of three proteins: (1) 
the aminophospholipid translocase (or flippase) is an ATP-
dependent protein driving the transport of aminophospholipids 
from the outer to the inner leaflet (this transporter is inhibited by 
high levels of calcium) (Beleznay et al., 1993); (2) the floppase is also 
an ATP-dependent protein,  letting transport of phospholipids from 
the inner to the outer leaflet (Connor et al., 1992); (3) the 
scramblase induces random movements of phospholipids inside the 
membrane and is activated by increased levels of calcium (Zwaal et 
al., 1993). In the absence of stimuli and at normal calcium 
concentrations, only the flippase is active, allowing localization of 
aminophospholipids in the inner leaflet. Increased intracellular 
calcium following cell stimulation inhibits flippase, whereas it 
activates floppase and scramblase, inducing movement of 
aminophospholipids from the inner leaflet to the outer leaflet. 
Moreover, the increase of intracellular calcium activates proteases, 
such as calpain, which generate cytoskeleton reorganization and/or 
destruction (Figure 1).

However, in some cases the processes of PS exposure and 
MP generation via reverse budding can be separated according to 
cell state of activation or apoptosis. All changes in the phospholipid 
distribution within cell membrane, in which calcium is the referee, 
lead to the release of MPs in the extracellular space in the proximity 
of cell of origin followed by their penetration or not in the biological 
fluids (Camussi et al., 2011, Barteneva et al., 2013).

The origin of MPs is critical because MPs with similar 
shapes and diameters but derived from different cell types possess 
unique functional capabilities. A growing number of reports have 
demonstrated that MPs are produced by a remarkably diverse array 
of cell types (e.g. leucocytes, endothelial cells, platelets, monocytes, 
erythrocytes) and may alter the phenotype and behavior of different 
cell populations by their content. It is largely known that MPs expose 
on their surface considerable amounts of PS, an important factor in 
mediating their functional activity (Lentz, 2003) and proteins 
associated with membrane lipid rafts (Del Conde et al., 2005). MPs 
contain a wide range of biomolecules: proteins (signal proteins and 
receptors, cytoskeleton and effector proteins), lipids, and nucleic 

Figure 1. Mechanism of microparticle formation. The generation of 
microparticles (MPs) from their parental cells is depend on the intracellular 
calcium concentrations and subsequent phospholipid and cytoscheleton 
reorganization.
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heparanase (Brill et al., 2004, 2005, Ardoin et al., 2007). PMPs 
present also IL-1b that can induce neutrophil–endothelial cell 
adhesion (Lindemann et al., 2001). Stimulation of ECs by PMPs in 
vitro results in the release of cytokines, IL-6, IL-8, and COX-2 and a 
rise in the expression of intercellular adhesion molecule- 1 ICAM-1), 
vascular cell adhesion molecule-1  (VCAM-1), and E-selectin 
(Lovren and Verma, 2013). Leukocyte MPs, originate from 
monocytes, neutrophils, and B and T lymphocytes influence also the 
endothelial functions. MPs from freshly isolated leukocytes act on 
the endothelium as a competent inflammatory agonist, stimulating 
inflammatory gene expression, release of cytokines IL-6 and IL-8, 
upregulation of the leukocyte–endothelial cell adhesion molecules 
(ICAM-1,VCAM-1 and E-selectin) and inducing TF expression, 
leading to increased proinflammatory and procoagulant activity 
(Mesri and Altieri, 1998, 1999). Stimulation of the IL-6 secretion in 
ECs by leukocyte MPs is performed through the phosphorylation of 
c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK1) without the involvement of NF-kB 
or the ERK1/2 pathways.  Monocyte MPs generated from 
lipopolysaccharide-stimulated monocytes, contain IL-1b and 
inflammasome, bind and internalize with human ECs, activate 
endothelial cell adhesion molecules in ERK1/2 and NF-kB-
dependent pathways, promoting inflammation responses in ECs 
(Wang et al., 2011). MPs generated from the activated T-
lymphocyte, harboring the morphogen Sonic Hedgehog, inhibit 
migration in endothelial cell culture by upregulation of proteins such 
as ICAM-1 and Rho A, and the activation of focal adhesion kinase and 
VEGF (Soleti and Martinez, 2009). Moreover, leukocyte MPs 
generated from apoptotic human T lymphocyte possess strong 
antiangiogenic effects, in ECs inducing the downregulation of VEGF 
receptor type 2 expression, ERK1/2 phosphorylation, and an 
increase in ROS production (Yang et al, 2008). 

EMPs themselves can also aggravate endothelial 
dysfunction producing detectable amounts of superoxide, impairing 
the NO and prostacyclin release, containing nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate-oxidase (NADPH oxidase), enhancing 
expression of the cell adhesion proteins in cultured ECs and 
influencing growth factor induced endothelial proliferation (Klinkner 
et al., 2006, Burger et al., 2011). Low concentrations of EMPs 

stimulate angiogenesis through matrix metalloproteinase activity 
and extracellular matrix remodelling. High concentrations of EMPs 
avert angiogenesis because they decrease the formation of capillary-
like structures through the ROS production and regulate 
proliferation/migration in valvular ECs, leading to endothelial 
dysfunction and valvular disease (Mezentsev et al., 2005, Klinkner et 
al., 2006). Also, the EMP level in type 2 diabetes has been associated 
with reduced flow mediated dilation (Feng et al., 2010). 

In some instances, MPs have been found to have a positive 
effect on endothelial function. It has been shown that administration 
of hedgehog morphogens containing MPs in a mouse 
ischemia/reperfusion model restored impaired coronary relaxations 
(Agouni et al., 2007) and favor neovascularization through the 
activation of NO pathway (Benameur  et al, 2010). Moreover, MPs 
derived from ischemic tissues, which are mostly from endothelial 
origin, can induce differentiation of progenitor cells to ECs and 
promote vasculogenesis, although they produce high concentrations 
of ROS and overexpress NADPH oxidase subunits (Leroyer et al., 
2009). Furthermore, it was reported that adipocyte-derived MPs, 
associated with multiple angiogenic factors, release leptin, tumor 
necrosis factor (TNF-a), and bFGF that are involved in endothelial 
cell migration and tube formation (Aoki et al., 2010).

Involvement of MPs in inflammation.
A large variation in the number and/or the type of MPs in 

terms of cell origin is observed in several pathologies associated with 
inflammation (Baron et al., 2012). The role of MPs at different steps 
of atherosclerosis development, progression, and complications is 
supports by a large body of evidence (Rautou et al., 2011a) and their 
effects on inflammatory processes investigated in detail, suggest that 
MPs are not only markers, but also actors in cardiovascular diseases 
(Baron et al., 2012). MPs appear to represent both a consequence of 
and contributor to inflammation (Burger et al., 2013) and could 
exert either beneficial or deleterious effects in disease states 
depending on cellular origin, stimulus for production, and the clinical 
setting (Puddu et al., 2010).  

Adhesion of circulating monocytes on the vascular 
endothelium is an important step of atherogenesis. In this process 
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Figure 2. Structure of microparticles and their interaction with target cells. A) Microparticles (MPs) contain intracellular and membrane components 
from their origin cells. The intracellular components comprise: DNA, transcription factors, mRNAs, microRNAs and proteins. The membrane components 
include: receptors, integral membranes, fatty acids. B) Microparticles (MPs) interact with target cells by: (1) ligand/receptor interaction, (2) membrane fusion, 
and (3) endocytosis. The consequence of MP-cell interaction is the release of MP content into the membrane or cytosol of target cells determining the cell 
stimulation by the activation of cellular signaling events and epigenetic reprogramming.



has been shown that a mixture of MPs and exosomes from platelets 
increase endothelial cell ICAM-1 and the adhesion of monocytes to 
cultured ECs (Barry et al., 1998). Moreover, MPs stimulate 
proinflammatory cytokine production in vitro by ECs (IL-6, MCP-1, 
inducible NOS, COX-2), via activation of the JNK1 and NF-kB 
pathways (Tesse et al., 2005). Similarly, it was observed that in vitro, 
EMPs induce inflammation in naive ECs by way of induction of 
ICAM-1 message and protein, delivery of transcription factors or 
modulation by microvesicle miRNA, and facilitate monocyte-
endothelial cell interactions (Burger et al., 2011, Curtis et al., 2013). 
Interestingly, it was reported that MP binding to EPCs is impaired by 
high-density lipoprotein (Scanu et al., 2008, Carpintero et al., 2010), 
and that annexin I bearing by leukocyte-derived MPs (LMPs) has a 
potentially antiatherogenic effect inhibiting the interaction between 
leukocytes and ECs both in vitro and in vivo (Dalli et al., 2008). In 
monocytes, MPs have an important role in stimulating 
proinflammatory cytokine production (TNF-a, IL-1b and 
interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra)) (Scanu et al., 2008) and 
augmentation of adhesion molecules counter-receptors expression, 
such as CD11a (Barry et al., 1998). Monocyte-derived MPs have 
been reported to activate NF-kB and increase the expression of cell 
adhesion molecules (Wang et al, 2011). Additionally, neutrophil MPs 
augmented the release of the anti-inflammatory cytokine 
transforming growth factor-1b from macrophages (Gasser and 
Schifferli, 2004).

Atherosclerotic lesions also accumulate large numbers of 
MPs of leukocyte, smooth muscle cell, endothelial cell, and 
erythrocyte origin, levels that are more abundant than in the blood 
(Leroyer et al., 2007, Rautou et al., 2011a). Plaque MPs favor local 
inflammation by augmenting the expression of adhesion molecule, 
such as ICAM-1 at the surface of ECs, and monocyte recruitment 
within the lesion, but did not affect other adhesion factors such as 
VCAM-1 and E-selectin or IL-6 and IL-8, indicating selectivity. 
Furthermore, it was shown that MPs originating from human 
atherosclerotic plaques carry mature form of TNF-converting 
enzyme metalloprotease TACE/ADAM 17, which cleaves TNF and 
its receptors TNF-R1 and TNF-R2, contributing to regulation of 
inflammatory balance (Canault et al., 2007). MPs also may promote 
local cell apoptosis, leading to the release and accumulation of new 
MPs, and thus creating a vicious circle (Rautou et al., 2011a,b). 
Inflammation can be also enhanced by the aminophospholipids 
located on the MP membrane, that are substrates of phospholipase 
A2 (PLA2), which catalyses the synthesis of lysophosphatidic acid, a 
mediator of inflammation (Gräler and Goetzl, 2002). Increased 
concentrations of LMPs correlate with the inflammatory marker C-
reactive protein (CRP) and the presence of atherosclerotic plaques 
detected in asymptomatic patients as well as the metabolic 
syndrome features (Chironi et al., 2010). Likewise, MPs isolated 
from macrophages located within human atherosclerotic lesions 
express the CD40 ligand and stimulate endothelial cell proliferation 
after CD40 ligation, thereby promoting angiogenesis within the 
plaque and contributing to plaque vulnerability (Leroyer et al., 
2008). Although, it has been shown the presence of annexin-1 on 
plaque MPs isolated from human plaques, there is no information 
available indicating whether this protein is bioactive or in a sufficient 
amount to confer plaque MP anti-inflammatory properties or PLA2 
inhibitory activity  (Rautou et al., 2011b, Mayr et al., 2009).

Impact of MPs on coagulation and thrombosis.
MPs play a vital role in normal hemostasis and also in 

pathologic thrombosis being elevated in hypercoagulative disorders 
as result of their active participation in the coagulation process 
(Georgescu et al., 2009, Herring et al., 2013, Burger et al., 2013). 
Moreover, by their properties, MPs can exacerbate thrombosis, and 
potentially precipitate the clinical complications of atherosclerosis 
(Baron et al., 2012).

MPs are procoagulant because they provide a membrane 
surface for the assembly of components of the coagulation protease 
cascade. Their procoagulant activity is increased by the presence of 
anionic phospholipids, particularly PS and TF which is the major 
cellular activator of the clotting cascade (Owens III and Mackman, 
2011). PS exposure results in a negatively charged surface that 
allows the interaction with cationic domains in clotting proteins and 

assembly of the prothrombinase and tenase complexes, while TF 
exposure is an important reservoir for blood-borne TF, promotes 
thrombin generation via factor VII in vitro and can be transferred to 
the surface of platelets, allowing thrombin formation (Sturk-
Maquelin et al., 2003, Osterud et al., 2009). The externalization of 
PS is believed to be a property of all types of MPs while only, certain 
populations of MPs have been shown to display TF on their surface, 
e.g. monocyte and EMPs (Georgescu et al, 2009, Kasthuri et al., 
2012). Levels of PS-TF-positive MPs are readily detected in a variety 
of diseases, and have been shown that the elevated levels of 
monocyte-derived TF-positive MPs observed in hyperlipidemia 
patients may contribute to arterial thrombosis after rupture of 
atherosclerotic plaques (Owens III and Mackman, 2011). 

Expression of selectins on the MP surface allows them to 
mediate binding to other MPs, and to monocytes and ECs, capturing 
the circulating TF into the developing clot (Rubin et al, 2010, Furie 
and Furie, 2008). Besides, interaction between platelet P-selectin 
and its ligand P-selectin glycoprotein ligand 1 on MPs contributes to 
thrombus development in mice (Falati et al 2003). MPs additionally 
can express down-regulators of thrombin such as thrombomodulin, 
TF pathway inhibitor and endothelial protein C receptor (Perez-
Casal et al., 2005, Macey et al., 2010).

Between MPs, PMPs have been extensively investigated 
for their ability to induce coagulation and participate in thrombosis, 
having significantly higher (50-100 time) procoagulant activity 
compared even to activated platelets (Sinauridze et al., 2007, Rubin 
et al., 2010). Other procoagulants in nature of MPs are those derived 
from erythrocyte (van Beers et al., 2009). Knowledge of EMP role in 
coagulation and thrombosis is frustrated by the lack of viable 
experimental approaches to dissect their contribution in vivo (Curtis 
et al., 2013). Although, are studies that find certain agonists induce 
TF-positive EMPs and EMPs bound to monocytes induce the TF 
synthesis (Sabatier et al., 2002, Nomura et al., 2004), Pawlinski et al., 
2010 demonstrated that selective deletion of TF from ECs had no 
effect on activation of coagulation in a mouse model of endotoxemia. 
It is possibly that TF expression may be restricted to certain diseases 
and to subsets of EMPs that have yet to be characterized (Owens III 
and Mackman, 2011). However, the presence of PS on the surface of 
EMPs, contributes to its procoagulant potential. EMPs also act as a 
docking station for the assembly of components of the clotting cas-
cade (Owens III and Mackman, 2011) and can bind to platelets 
forming aggregates. The enumeration of those aggregates in 
peripheral blood can help in the evaluation of the level of endothelial 
cell activation and the damages created by chronic atherosclerosis 
(Héloire et al., 2003).
Conclusion.

Microparticles have pleiotropic roles both physiological 
and pathological conditions. MPs are involved in promoting 
endothelial dysfunction being a causative factor in the development 
of various vascular diseases. They can modulate coagulation, and 
their augmented levels have been detected in several disorders 
associated with inflammation and angiogenesis. The prothrombotic 
properties and proinflammatory effects of MPs on the ECs affect the 
vascular wall and lead to atherosclerotic state. MPs act as 
biomessengers linking inflammation, coagulation, and angiogenesis 
and are true biomarkers of atherosclerotic disease and progression 
of CVD.  Due to all these features, MPs represent a potential new 
therapeutic target in the treatment of diseases that stem at least in 
part from disarray within the endothelial cell layer. The 
measurement of MPs can be of pharmacological interest as activity 
markers in early clinical development or as efficacy markers in 
cardiovascular risk patients. Further studies are necessary to define 
thresholds of MPs according to clinical backgrounds or treatments.
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Introduction.
Platelets are anucleated blood cells derived from bone marrow 
megakaryocytes; these circulating cells have a life time of 8-10 days, 
are abundant in blood,  have a small size (diameter of  2–3 µm) and a 
high surface area correlated with the presence of an extensive open 
canalicular system of the cell (Figure 1). The common perception is 
that platelets promote physiological hemostasis and thrombosis (at 
sites of injuries) via activation, adhesion and aggregation processes. 

The new reports complement platelets roles with 
involvement in inflammation, angiogenesis, innate and adaptive 
immunity, neurological disorders, non-surgical bleeding in heart 
failure, as well as in tumor metastases (Boudreau et al., 2014; 
Mondal et al., 2014; Antony et al., 2015; Yu et al., 2015). The platelet 
mitochondria deserved a particular attention in the last years once 
the modern technologies (proteomics included) allowed 
deciphering molecular mechanisms beyond their role in health and 
in various pathologies.  The presence of  fully functional 
mitochondria  in platelets of healthy subjects supplement the other 
diagnostic advantages of these cells, such as the easy accessibility in 
peripheral blood and the possibility to perform repeated 
measurements for each subject/patient (Zharikov and Shiva , 2013; 

Garcia-Souza and Oliveira, 2014; Baccarelli and Byun, 2015). 
Moreover, the pathology-related dysfunctional status of platelet 
mitochondria emerged as a novel field of interest with relevance in 
defective platelet functions.

Platelet mitochondrial function.
In resting platelets, 50% of mitochondrial function is dedicated to 
ATP synthesis via oxidative phosphorylation, an evolutionary 
conserved cellular energy generation mechanism (Kramer et al., 
2014). The substrates used for platelets energetic and metabolic 
needs (in resting and activated condition) are glucose, glutamine and 
fatty acids (Ravi et al., 2015). Mitochondrial ATP provides energy for 
platelets survival and á-granule secretion during platelet aggregation 
(Cardenes et al., 2014). Furthermore, to meet energy demands, 
platelets express an integrated metabolic machinery/ plasticity and 
use the glycolysis pathway as ATP source (Kramer et al., 2014; Ravi 
et al., 2015).

Generation of stress-signaling and apoptosis-related 
molecules are novel issues related to platelet mitochondria function.  
The stress-signaling molecules produced by platelet mitochondria are 
the reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species 
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There is a general trend in revisiting mitochondria using the up-to-date technologies that  uncovered novel attributes of this organelle, 

such as the intracellular displacement to locations where an energy supply is needed, the dynamic shape changes and turnover, the 

initiation of signaling to the rest of the cell, and the ability to crosstalk with other cellular organelles. The in-depth scrutiny of platelet 

mitochondria role in health and pathology is included within this ongoing revisiting trend. The current article puts into a nutshell the most 

recent data on platelet mitochondria function and disease-related malfunction, focusing on generation of stress- and apoptosis-related 

signaling molecules, overproduction of reactive oxygen species during activation and disease, on the biomarker potential of platelets 

mitochondria, and their prospective exploitation in translational applications. These novel findings complete the physiological profile of 

platelets and could have potential therapeutic effectiveness in platelet-associated disorders
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Figure 1. Representative transmission electron micrographs of platelets in Type 1 diabetes mellitus (streptozotocin-induced). (a) the platelet 
blocks the lumen of a myocardial capillary; (b) a slightly activated platelet within the lumen of a pancreatic capillary. Pl: platelet; M: mitochondrion; mt: 
microtubules; DG: dense granules; AG: á-granules; OCS: open canalicular system; l: capillary lumen; EC: endothelial cell; n: nucleus; rER: rough endoplasmic 
reticulum, abundant in EC, a morphological feature of EC secretory phenotype; bl: basal lamina of EC; *: enlarged, multilayered bl produced by the activated 
EC. Magnifications: (a) x36,450; (b) x26,280.



(RNS). The ROS sources are mitochondrial redox-sensitive 
reactions, NADPH oxidase complex, xanthine oxidase, and 
uncoupled eNOS; among the RNS, peroxynitrite inhibits 
mitochondrial ATP production and clot retraction, reduce clot 
stability and accelerate its lysis (Alexandru et al., 2010; Misztal et al., 
2014; Cardenes et al., 2014; Pietraforte et al., 2014). Interestingly, 
mitochondrial ROS generation sensitizes platelets to activation 
mediated by various physiologic stimuli. Mitochondria produce also 
molecules that initiate platelet apoptosis after completion of their 
living time interval, while death platelets are subsequently cleared 
from circulation by phagocytic clearance of  macrophages. The 
apoptosis-related characteristics of platelets consist  in expression 
of  pro-apoptotic  Bcl-2 family proteins, caspase-3 activation, and 
phosphatidylserine (PS) exposure (Nayak et al., 2013; Tang et al., 
2014). Mitochondrial pathway of platelet apoptosis starts with 
interaction of pro-apoptotic proteins with organelle's outer 
membrane, leading to cytochrome c discharge and activation of the 
apoptotic cascade. Interestingly, in stored platelets  apoptosis is 
promoted by miR-326 that attenuated expression of Bcl-xL, an anti-
apoptotic Bcl-2 family regulator (Yu et al., 2015). In health, there is a 
balance between platelets formation and apoptosis. An imbalance 
caused by elevated levels of the latter process results in 
thrombocytopenia (apoptosis-related decrease in platelets 
number), that may cause increased hemorrhage  episodes in clinical 
practice. Therefore, inhibition of apoptosis and stimulation of  
platelet survival are among the advantageous attitudes. 
Furthermore, when evaluating literature reports, care should be 
given to differences in platelet preparation, mitochondria isolation 
procedures and analytical biochemical assays used.

 
Platelet mitochondrial dysfunction
There are several situations when platelets contain dysfunctional 
mitochondria, such as during activation, as a result of storage or 
clinical procedures, and in various pathologic circumstances. The 
dysfunctional platelet mitochondria are characterized by: (i) 
decreased ATP generation as an outcome of inner mitochondrial 
membrane permeability transition pores (mPTP) formation; 
subsequently, calpain activity is enhanced, leading to proteolytic 
cleavage of integrin â  and to integrin áIIbâ3 inactivation. The final 3

result is a decreased ability to recruit additional platelets during 
aggregation and the thrombotic occlusion of the vascular lumen (Liu 
et al., 2013). Another consequence of mPTP formation and reduced 
ATP explains the inhibition of clot retraction, as the latter is an 
energy-dependent event (Liu et al., 2013). Among the maladies 
associated with mitochondrial bioenergetics dysfunction we quote 
mitochondrial diseases (mutations in mitochondrial DNA, mtDNA), 
sickle cell disease (inhibition of mitochondrial Complex V 
activity)(Cardenes et al., 2014) and amyotrophic lateral sclerosis (a 
neurodegenerative disorder)(decreased Complex IV, cytochrome c 
oxidase activity)(Ehinger et al., 2015); (ii) the diminishment of 
mitochondrial membrane potential (ÄØm); small changes in ÄØm 
cause mild activation of platelets that remain in circulation, while loss 
of ÄØm  leads to depolarization and cell death (Cardenes et al., 
2014). This situation occurs in  type 2 diabetes mellitus where both 
platelet activation and apoptosis synergistically promote the 
associated thrombosis. The recent reports point towards aldose 
reductase (AR) as a player in diabetes-mediated mitochondrial 
dysfunction and damage. The mechanism is the following: 
hyperglycemia-induced p53 Ser15 phosphorylation, subsequently it 
binds to Bcl-xL leading to increase in mitochondrial transition pore  

formation, and “dissipation” of ÄØ ; depending on severity of the m

hyperglycemia (reflected by AR activity)  and mitochondrial damage, 
in mild conditions activation of diabetic platelets occurs, while in 
severe conditions, caspase 3 is activated, and apoptosis of diabetic 
platelets is promoted (Tang et al., 2014);  (iii) the overproduction of 
mitochondrial ROS by activated platelets; activation is associated with 
Dynamin-related protein-1 (Drp-1) phosphorylation, a known 
mediator of mitochondrial fission and fusion (Koseoglu et al., 2013). 
High levels of mitochondrial ROS are generated time-dependently 
during platelet storage (Perales Villarroel et al., 2013); this is a key 
issue as the quality of platelet mitochondrial respiratory function is 
essential the for clinical outcomes of stored blood used in 
transfusions (Perales Villarroel et al., 2014). Other procedures that 

conduct to generation of high levels of mitochondrial ROS are  the 
hyperthermic therapy of several solid tumors (Wang et al., 2013) and 
the implantation of a continuous-flow left ventricular assist device in 
heart failure (Mondal et al., 2014; Mondal et al., 2015). In all these 
situations  mitochondrial ROS production triggers platelet 
apoptosis, cytochrome c release, translocation of pro-apoptotic 
proteins to mitochondria, and diminishment of Bcl-2 levels   (Garcia-
Souza and Oliveira , 2014).

The consequences of platelet mitochondrial dysfunction 
can by modulated by several approaches: compounds that favor 
mPTP formation and Drp-1 inhibition may prevent platelet 
accumulation during thrombus formation (Liu et al., 2013; Koseoglu 
et al., 2013; Garcia-Souza and Oliveira , 2014), overexpression of 
proteasome activator subunits is a strategy to modulate platelet 
survival in transfusion stored platelets (Perales Villarroel et al., 
2013), and mitochondria-targeted ROS scavengers mito-TEMPO 
and mitoQ (Wang et al., 2013; Shiva et al., 2014; Cardenes et al., 
2014; Wang et al., 2015) exert ROS attenuating effects. Moreover, 
strategies have been designed to block platelet apoptosis during pro-
inflammatory conditions (Garcia-Souza and Oliveira , 2014).
 
At the horizon: Platelets mitochondria translational 
implications.
A question that needs an urgent answer is whether platelet 
mitochondrial dysfunction is/or is not a future disease-related 
biomarker. Several authors give a positive answer, as systemic 
mitochondrial dysfunction was identified in platelets from patients 
with a variety of pathologies (Zharikov and Shiva , 2013; Cardenes et 
al., 2014; Karmakar et al., 2015).  Specifically  for the cardiovascular 
disease risk, platelet mtDNA methylation can have a possible role as 
a  next generation  diagnostic biomarker (Baccarelli and Byun, 
2015). Other authors already discuss the future applications of 
quantitative proteomics and phosphoproteomics in platelets basic 
science and disease-related disorders (Burkhart et al., 2014).  In 
particular  situations, such as platelets stored for transfusions as well 
as  in thrombocytopenia,  platelet survival can be sustained by 
overexpression of  proteasome activator subunits; thus, 
proteasomal peptidase activity eliminates the accumulated 
conformational active Bax, a mediator of platelet cell death  (Nayak 
et al., 2013). In contradistinction, to reduce severity of thrombosis, 
as in cancer,  proteasome inhibitors and inductors of platelet 
apoptosis  can be sound options (Nayak et al., 2013). The novel data 
indicate as urgent to investigate the reversibility of mitochondria 
bioenergetics dysfunction in disease-related platelets and a deeper 
understanding of mitochondrial involvement in platelet-mediated 
inflammation and hemostasis, issues important for platelet 
mitochondrial dysfunction clinical translation   (Garcia-Souza and 
Oliveira , 2014). However, several other situations associated with 
platelet mitochondria dysfunction such as antibiotic and sedatives 
treatment, sepsis, infections, etc. deserve  a complex analysis of  
organelle's features (number, density, morphology) and of 
mitochondria quality traits  (energetic potential, ÄØm levels, 
activity of essential enzymes within the oxidative phosphorylation 
chain).  

Taken together, this brief review evaluates the state-of-art 
on the mitochondrion role in platelets function and dysfunction, and 
focus the reader to ongoing or still no-deciphered issues essential for 
human health and pathology.
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La cirrosis hepática es el estadio final de un gran número de enfermedades que afectan al hígado. Las alteraciones estructurales causadas 
por esta enfermedad fueron detectadas por primera vez en 1760 por Morgani y en 1819 Laenec, describe la enfermedad en un soldado 
muerto, como “cirrosis” (del griego kirrhos=amarillo), debido a las granulaciones amarillas que presentaba el hígado (Trejo-Solis y cols., 
2003). Esta enfermedad se caracteriza por una distorsión irreversible de la arquitectura hepática y una elevada acumulación de tejido 
fibroso, lo que conduce a un fallo funcional a nivel sistémico. Pato-fisiológicamente deriva en una hipertensión portal, cardiomiopatía, 
síndrome hepatopulmonar, coagulopatías y disfunción renal con retención de agua y sal lo que genera ascitis e hiponatremia (García-Estañ 
y cols., 2002).La cirrosis puede ser considerada una condición premaligna ya que existe un alto riesgo de desarrollar un hepatocarcinoma, 
siendo el quinto cáncer más común que causa 600.000 muertes por año en todo el mundo (Liu y cols., 2013). Las causas más frecuentes de 
cirrosis en la edad adulta son el consumo crónico de alcohol y los virus de la hepatitis B y C. Etiologías menos frecuentes son la 
hemocromatosis idiopática, la enfermedad de Wilson, la hepatitis autoinmune, fibrosis quística, la esteatohepatitis no alcohólica, las 
colestasis obstructivas crónicas (cirrosis biliar), la obstrucción del drenaje venoso y la hepato-toxicidad (López y col., 2001; Trejo-Solis y 
cols., 2003).
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Hemostasia en la cirrosis. 
El hígado juega un papel central en el mantenimiento de la 
hemostasia ya que es el sitio de síntesis de la gran mayoría de 
proteínas requeridas para la regulación de la coagulación y 
fibrinólisis. Por lo tanto, es lógico pensar que los pacientes con 
cirrosis presenten alteraciones graves en la coagulación, 
desencadenando disf ibrinogenemia, hiperfibrinólisis y 
trombocitopenia, siendo esta última, la alteración más frecuente en 

los estadios finales, debido en parte a la hipertensión portal, ya que el 
90% del pool plaquetario es secuestrado en el bazo 
(hiperesplenismo) (Kaul y col., 2000), y otra alteración en menor 
medida, es la presencia de anticuerpos antiplaquetarios o  
alteraciones en el metabolismo de la trombopoyetina.

La hemostasia, en los pacientes con cirrosis está 
influenciada por variables múltiples, opuestas y cambiantes, que 
pueden favorecer tanto la aparición de episodios de sangrado, como 



de estados de hipercoagulación (García-Tevijano y cols., 2001). Las 
anormalidades plaquetarias descritas en la cirrosis, incluyen no solo 
trombocitopenia, sino también defectos en la agregación, ya sea por 
una hiper o hipo-respuesta (Forrest y cols, 1996). 

Por lo tanto, en los trastornos de coagulación puede 
coexistir un aumento de factores que promuevan el sangrado con 
alteraciones procoagulantes que inducen la aparición de trombosis. 
Entre estas últimas se pueden mencionar la disminución en la 
actividad de algunos mecanismos de anticoagulación y la estasis 
vascular como consecuencia del enlentecimiento del flujo 
circulatorio y los trastornos de la fibrinólisis y de la actividad 
plaquetaria (Sabroen-Ebbsen y col., 2005). 

El análisis de la bibliografía permite constatar la existencia 
de al menos dos tipos de coagulopatías, dependiendo del origen de la 
cirrosis hepática. Así, se ha observado que los pacientes con cirrosis 
hepática de origen colestásico tienen un menor número de 
complicaciones de sangrado al compararlos con pacientes en un 
estado clínico similar pero con una cirrosis de etiología viral o 
alcohólica (Gores y cols., 1989; Palareti y cols., 1991; Pihusch y cols., 
2002). Aunque el origen de esta alteración no está clara, se ha 
sugerido la existencia de un estado hipercoagulable en pacientes con 
cirrosis biliar primaria, debido a una función plaquetaria más eficaz 
en estos pacientes que en otros (Ben-Ari y cols., 1997). De hecho, la 
densidad del receptor plaquetario de membrana CD42b es mayor 
en pacientes colestásicos que en los no colestásicos (Pihusch R y 
cols., 2002). Como se sabe, este antígeno es parte del receptor 
plaquetario de adhesión GP Ib/V/IX que se une al factor von 
Willebrand (vWF) y es internalizado tras la activación plaquetaria. La 
presencia de estos sitios de unión permite a las plaquetas detener su 
movimiento en la circulación arterial e iniciar su proceso de 
activación de adhesión y posterior agregación (Brass y cols, 2003). 
Sin embargo, en pacientes con cirrosis de origen alcohólico o viral, lo 
que se ha descrito es justamente lo contrario, la existencia de un 
grave defecto de adhesión plaquetaria (Ordinas y cols., 1996).

Aunque no se sabe con certeza qué mecanismos causan el 
inicio y el mantenimiento del trastorno hemostático en la cirrosis, 
varios estudios sugieren que los altos niveles de homocisteína (Hcy) 
en el plasma puede ayudar a ser un inductor efectivo de la 
fibrogénesis del hígado ya que interfiere con la estructura y la función 
de varias proteínas (N-homocisteinilación) al inducir la expresión de 
procolágeno tipo I (Torres y cols., 1995; García-Tevijano y cols., 
2001). Esto último altera además el metabolismo de los ácidos 
grasos del plasma y membranas lipídicas, conduciendo a cambios en 
los receptores de las membranas (Durand y cols., 1997). A su vez, la 
Hcy al ser fácilmente oxidada en el plasma, principalmente como 
consecuencia de su auto-oxidación, va a generar aniones superóxido 

-2(O ) y peróxidos de hidrógeno (H O ) (Okatani y cols., 2001). Éstas 2 2

moléculas producen estrés oxidativo, daño endotelial y procesos de 
inflamación que va a contribuir a la activación plaquetaria (Luo y 
cols., 2005; Durand y cols., 1997).

En estos pacientes, la hipercoagulación se puede 
manifestar de 2 maneras: en forma de trombosis venosa profunda o 
embolia pulmonar, con una incidencia del 0,5 al 1% (Northup y cols., 
2006), y, en forma más solapada, con microtrombosis ocultas que, 
con el tiempo, conducen a la hipertensión porto-pulmonar o la 
atrofia hepática descompensada (cuadro conocido como extinción 
parenquimatosa) (López y col., 2001; Trejo-Solis y cols., 2003; 
Caldwell y cols., 2006).

Homocisteína (Hcy) y Ácido Fólico. 
McCully en 1969, descubrió alteraciones anatomopatológicas 
vasculares en sujetos con altas concentraciones de Hcy y junto con 
Wilson propusieron su relación con eventos ateroescleróticos como 
la disfunción endotelial, estenosis arterial progresiva y trastornos 
hemostáticos. 

Varios estudios han demostrado que existe un aumento de 
Hcy en el plasma de pacientes con cirrosis de cualquier etiología, así 
como en el hígado enfermo no cirrótico. Por ello la 
hiperhomocisteinemia (HHcy) se asoció con el curso de la 
enfermedad del hígado y del daño al riñón, siendo más pronunciado 
en los estados avanzados de la cirrosis, puesto que el hígado va 
perdiendo su integridad como órgano, provocando un desbalance 
de macro y micronutrientes (Bosy y cols., 2003; García-Tevijano y 
cols., 2004; Hohammad y cols., 2005). Por lo tanto, en los pacientes 

cirróticos, la HHcy es debida, en la mayoría de los casos, a una mala 
absorción de vitaminas B, que son requeridas por el metabolismo de 
la Hcy. Pero también los fármacos pueden interferir con el 
metabolismo de estas vitaminas y producir HHcy (Selhud y cols., 
1993). Es por ello, que al paciente cirrótico se le proporciona 
normalmente una dieta rica en vitaminas del grupo B (ácido fólico, 
B , y B ), y proteínas preferiblemente de origen vegetal por ser 6 12

pobres en aminoácidos aromáticos, amoniaco y mercaptanos 
(Fernández, 2004).

El mecanismo patológico por el cual la HHcy promueve las 
alteraciones aterotrombóticas vasculares, no es completamente 
conocido. Varios estudios han demostrado que la Hcy al ser 
rápidamente auto-oxidada en el plasma, forman disulfuros mixtos y 
tiolactona de Hcy, generando potentes especies reactivas de 
oxigeno (Andersson y cols., 1995); que van a provocar daño 
endotelial y disminución en la producción de NO, dañando así la 
actividad plaquetaría, e induciendo a su activación, ejerciendo de esa 
forma un potente efecto aterogénico  (Ardlie y cols., 1989; Lentz, 
2005; Mohan y cols., 2008). 

Experimentos realizados en ratones con HHcy, muestran 
un aumento de sensibilidad a experimentar trombosis, de manera 
que la oclusión trombótica de la arteria carótida ocurre un 50% más 
rápidamente en ratones heterocigotos hiper-homocisteinémicos 
que en ratones normales. Varios estudios han demostrado que la 
HHcy estimula los mecanismos de agregación plaquetaria, entre 
ellos destaca un aumento en la síntesis de tromboxano A , activación 2

de los factores V y XII (Rodgers y Kane, 1986; Rodgers y Connon, 
1990), aumento de la actividad del factor tisular (FT) que promueve 
la coagulación en ausencia de trombina (Fryer y cols., 1993) y un 
aumento en la secreción del factor von Willebrand (García y cols., 
2001; Denis y cols., 2003; Nuño-Ayala y cols., 2010). Por otra parte, 
la Hcy inhibe también importantes vías fisiológicas anticoagulantes, 
como son la activación de la proteína C y la expresión de la 
trombomodulina en la superficie endotelial (Rodgers y Conn, 1990). 
Además se han encontrado alteraciones en la unión con la 
antitrombina III y la reducción de la unión del activador tisular del 
plasminógeno (t-PA) (Hajjar, 1993, Nuño-Ayala y cols., 2010).  

2+ Como sabemos, el ión Ca es muy importante para la activación 
plaquetaria, pero el mecanismo por el cual la Hcy activa la entrada de 

2+Ca  es pobremente conocida. El tratamiento de las plaquetas con 
2+Hcy incrementa los niveles de Ca  intracelular y promueve la 

activación de la proteína quinasa C (Leoncini y cols., 2007, Romecín, 
2014), contribuyendo a la asociación de la fosfolipasa citosólica A2 

(cPLA ) con la membrana de las plaquetas. La Hcy  aumentaría de 2

forma concentración-dependiente la fosforilación de la cPLA  y la 2

activación en las plaquetas a través de la p38 MAPK. Estos efectos 
2+estarían estrechamente relacionados con el aumento de Ca  

intracelular, llevando a un aumento del ácido araquidónico y 
formación del TXB  y resultando en un incremento en la agregación 2

y secreción (Leoncini y cols., 2003, 2007).
2+El mayor flujo de Ca  en las plaquetas se produce 

mediante entrada capacitativa (ECC), de modo que el vaciamiento 
2+de los depósitos intracelulares de Ca  produce una señal que abre 

canales en la membrana plasmática, lo que induce el aumento de 
2+Ca  citosólico, y el rellenado de los depósitos, a su vez, cierra los 

2+ 2+canales de Ca . De este modo, la señal que abre los canales de Ca  
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Figura 1: Efecto del tratamiento agudo con Homocisteína (Hcy), a 
diferentes concentraciones, en el Área de agregación plaquetaria (expresada 
en %), tras ser estimuladas con ADP (5 ìM), en animales control y LCB de 15, 
21 días y ascitis. (*): p< 0,05 vs mismo grupo basal.

Cys

Hcy (10 µM)

Hcy (25 µM)

Hcy (100 µM)



no es la activación del receptor ni la generación de IP  per se sino el 3
2+propio vaciamiento de los depósitos de Ca  (Villalobos, 2006). 

Estudios realizados en un modelo de cirrosis experimental 
en ratas LCB (ligadura del conducto biliar) se ha encontrado una 

2+alteración en la ECC, donde la liberación de Ca  de los almacenes 
intracelulares, causada por la tapsigargina, es mayor en el grupo con 
LCB y con una notable menor ECC, con respecto a su control. Pero 
tras una incubación aguda con Hcy, no se observó ningún cambio, 
posiblemente el mayor efecto en la agregación no esté a nivel de una 

2+estimulación especifica de los receptores de Ca , sino más bien a 
través de segundos mensajeros, o mediadores como es el caso del 
óxido nítrico, cuya reducción resulta en un incremento moderado 
de la sensibilidad hacia el agonista (Riba y cols 2004, Romecín y cols., 
2014). 

En este modelo de cirrosis biliar en ratas, también se vio 
que la Hcy, de forma aguda, era capaz de aumentar el área y pico 
máximo de agregación plaquetaria (Figura 1), pero no era 
responsable del aumento de la expresión de P-selectina, debido a 
que ya se encontraba sobre-expresado dicho receptor en animales 
LCB. Tras un tratamiento crónico con ácido fólico, el área de 
agregación llegaba a disminuir en un 57.5% en los animales con LCB 
durante 15 y 21 días con respecto a su grupo control sin tratamiento 
(Figura 2); además fue capaz de disminuir también la expresión de la 
P-selctina. Estos resultados indicarían que la Hcy tiene un papel 
fisiológico en la agregación plaquetaria, y que sería fundamental para 
el correcto funcionamiento de las plaquetas.

 
Los animales LCB presentan una sobreproducción de 

especies reactivas de oxígeno (ROS), tras ser estimuladas con 
trombina y Hcy, y el tratamiento crónico con ácido fólico provoca 
una clara disminución del estrés oxidativo (Figura 3) (Romecín y 
cols., 2014). 

Se ha visto que la deficiencia de ácido fólico en la cirrosis 
puede producir un aumento en la actividad del factor tisular (FT) por 
estimulación de endotoxinas derivadas de los macrófagos, lo cual 
contribuye también a la activación pro-coagulante. La superficie 
celular plaquetaria se hace más apta para la actividad catalítica del FT 
o mejora la capacidad de unión del FT una vez que ha sido expresado 
sobre la superficie celular, aumentando así la capacidad 
trombogénica de las plaquetas (Durand y cols., 1997; Doi y cols., 
2006).

Hay un gran número de estudios sobre el efecto inhibidor 
del ácido fólico en la función plaquetaria y la existencia de niveles 
plasmáticos disminuidos en la enfermedad hepática. Estos datos 
indican que una dieta suplementada con ácido fólico puede mejorar 
la función plaquetaria en la cirrosis, disminuyendo la agregabilidad. 
Pero un estudio ha mostrado que la suplementación con ácido fólico 
en ratas cirróticas inducía un aumento en la fibrosis, concluyendo 
que una sobredosis de esta vitamina en pacientes con enfermedad 
hepática puede estar contraindicado causando efectos adversos 
(Marsillach y cols., 2008). Sabemos que el folato juega un papel 
crítico en la síntesis de purinas y timidinas que van a influenciar el 
ciclo celular, la estabilidad del ADN y la apoptosis (Huang y cols., 
1999). A pesar del gran número de estudios sobre los efectos de la 
suplementación con ácido fólico en modelos experimentales de 
cáncer y enfermedades cardiovasculares, no se ha estudiado en 
detalle su efecto sobre la función hepática (Kim, 2004). En este 

último estudio, el suplemento con ácido fólico reveló que las 
muestras hepáticas presentaban un alto contenido de colágeno, un 
alto número de células estelares activadas y un alto número de 
células apoptóticas parenquimales; además de grandes alteraciones 
en los marcadores serológicos de un hígado dañado. Por lo tanto, el 
tratamiento puede producir un cambio en la expresión de genes 
relacionados con la apoptosis y en la fibrosis en el hígado (Marsillach 
y cols., 2008).

Como se ha visto en experimentos con animales LCB con 
ascitis o estadios avanzados de cirrosis (Figura 2), la 
hipoagregabilidad, producida por el tratamiento con ácido fólico, 
también podría potenciar otro tipo de patología, es decir, que se 
prolongue el tiempo de sangrado y un mayor peligro de hemorragia 
digestiva por varices debidas a la hipertensión portal. Por ello, es 
importante tener en cuenta en los pacientes con cirrosis hepática los 
efectos colaterales del suplemento con vitaminas (en este caso el 
ácido fólico) en la función plaquetaria, ya que conduce a la respuesta 
de agregación hacia un estado de desequilibrio o hipo-respuesta 
(Klipstein y col., 1965; Durand y cols., 1996; Durand y cols., 1997; 
Sabroen-Ebbesen y cols., 2003, 2005; McCarty, 2007).
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