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Arturo Gonzalez Quintela, catedratico del Area de Medicina de la Universidad de Santiago de

Compostela,
Hago constar:

Que el trabajo titulado “Asociacion de la diabetes mellitus y el tabaquismo con el volumen
plaquetario medio en la poblacion general adulta: comparacion con el volumen corpuscular medio
de los hematies” ha sido realizado por el alumno D. Edgar del Rosario Valeron bajo mi direccion y la
del Dr. Tomas Gonzalez Vidal.

El alumno ha aprovechado para este TFG los datos del estudio AEGIS (4-Estrada Glycation and
Inflammation Study). El estudio, de base poblacional adulta tras muestreo aleatorio, fue iniciado en
2011 y contintia en seguimiento actual. Como es natural, el alumno no participé en la recogida inicial
de datos que dio base al estudio. El alumno ha participado en el seguimiento y en el analisis e
interpretacion de los datos que han dado lugar a un manuscrito que ha iniciado su proceso de
publicacion. Su participacion lo faculta como coautor de dicha publicacion, cuyo manuscrito, ya

enviado a una revista, se adjunta como anexo a este TFG.

Por el motivo mencionado en el parrafo anterior, algunas de las figuras (las contenidas en el articulo

enviado) se han mantenido en su formato en lengua inglesa.
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Prof. Arturo Gonzalez Quintela
Mayo de 2025
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Resumen

Objetivo: Investigar los factores asociados con el volumen plaquetario medio (VPM) y determinar si
existen diferencias en los factores asociados con el volumen corpuscular medio de los hematies (VCM)

en adultos.

Métodos: Se realizd un estudio transversal en 1504 individuos (44.5% varones; edad mediana de 52
afios, rango de 18 a 91 afios) seleccionados aleatoriamente de la poblacién adulta general de un
municipio en Espafia. Se analizd la relacién del VPM y del VCM con variables demograficas (edad y
sexo), del estilo de vida (ejercicio fisico, consumo de alcohol y tabaco) y metabdlicas (indice de masa
corporal y sindrome metabdlico y sus componentes, incluyendo el diagndstico de diabetes o

prediabetes) a través de pruebas de laboratorio estandarizadas o cuestionarios validados.

Resultados: Después de ajustar por posibles factores de confusion, el tabaquismo se asocié
positivamente tanto con el VPM como con el VCM. La diabetes y la prediabetes se asociaron
positivamente con el VPM, pero no con el VCM. Factores adicionales asociados positivamente con el
VCM (pero no con el VPM) fueron el consumo de alcohol, la edad y el sexo femenino. Factores
adicionales asociados negativamente con el VCM (pero no con el VPM) fueron la actividad fisica

moderada y un elevado indice de masa corporal.

Conclusiones: El VPM esta aumentado en los fumadores y en personas con diabetes. Con excepcién
del tabaquismo, que también se asocia con un aumento del VCM, los factores asociados con el VPM y

el VCM son diferentes en la poblacién adulta.



Abstract

Aim: This study aimed to investigate and compare factors associated with mean platelet volume

(MPV) and mean red blood cell corpuscular volume (RBC-MCV) in the general adult population.

Methods: We conducted a cross-sectional study on 1504 individuals (44.5% men; median age 52
years, range 18-91 years) randomly sampled from the general adult population. We measured MPV
and RBC-MCV and determined their relationship with demographic (age and sex), lifestyle (physical
exercise, alcohol and tobacco consumption), and metabolic (body mass index, metabolic syndrome,

and diabetes or prediabetes diagnosis) variables.

Results: After adjusting for potential confounders, smoking was positively associated with both MPV
and RBC-MCV. Diabetes and prediabetes were positively associated with MPV, but not with RBC-MCV.
Additional factors positively associated with RBC-MCV (but not with MPV) were alcohol consumption,
age, and female sex. Additional factors negatively associated with RBC-MCV (but not with MPV) were

moderate physical activity and high body mass index.

Conclusions: MPV is increased in smokers and in patients with diabetes. With the exception of
smoking, which is also associated with increased RBC-MCV, the factors associated with MPV and RBC-

MCYV differ in the adult population.



1. Introduccion

Las plaquetas son las células sanguineas mas pequefias y, sin embargo, son extremadamente activas
[1] y tienen un impacto significativo tanto en la fisiologia como en la patologia [1]. Las plaquetas estan
presentes en la sangre durante un periodo de 8 a 12 dias [1]. Ademds de la medicidn del recuento de
plaguetas en sangre, el volumen plaquetario medio (VPM) también se determina rutinariamente en
los hemogramas automatizados. Sin embargo, este parametro no recibe una atencién significativa en
la practica clinica diaria. El volumen plaquetario se correlaciona positivamente con la actividad de las
plaquetas [2-7], la cual es un relevante factor de riesgo para las enfermedades cardiovasculares. De
hecho, el VPM puede considerarse un marcador de inflamacién [1]. Ademas, existe una asociacion
positiva entre el VPM vy los trastornos cardiovasculares [8-10] como la cardiopatia isquémica [11-14],

la enfermedad cerebrovascular [15,16] y el tromboembolismo venoso [17].

Hasta la fecha, ha habido pocos estudios exhaustivos que hayan analizado los posibles factores
demograficos, del estilo de vida y metabdlicos que pueden influir en el VPM en la poblacién general.
Hasta donde sabemos, no existen estudios que hayan comparado la influencia de estos factores en el
VPM y en el volumen corpuscular medio de los hematies (VCM), que es otro pardmetro hematoldgico
mas comunmente utilizado como un marcador del tipo de anemia y como marcador de consumo de

alcohol, entre otros [18,19].

Los estudios en la poblacidn adulta general representan un marco éptimo para investigar la influencia
potencial de factores comunes sobre las variaciones analiticas. Como se expone en el siguiente
epigrafe, el presente trabajo tuvo como objetivo examinar, en una poblacion adulta general, la posible
asociacion de factores demograficos, del estilo de vida y metabdlicos con los cambios en el VPM;

comparandolos con aquellos factores asociados con el VCM.

2. Obijetivos

1. Investigar la posible asociacidon del VPM con factores demograficos (edad y sexo), del estilo de vida
(actividad fisica y consumo de alcohol y tabaco) y metabdlicos (indice de masa corporal y distintos
componentes del sindrome metabdlico, como la diabetes); asi como la posible correlacién entre el

VPM vy distintos marcadores inflamatorios.



2. Comparar los factores asociados con el VPM con aquellos asociados con el VCM.

3. Métodos

3.1. Poblacidn y disefio del estudio

Este estudio transversal se llevé a cabo en el municipio de A Estrada (Espafia), como se ha descrito
previamente [20,21]. Un resumen del estudio (A-Estrada Glycation and Inflammation Study [AEGIS])

también estd disponible en www.clinicaltrials.gov (cédigo NCT01796184). El estudio incluyé una

muestra estratificada por edad (n=1516) de la poblacién adulta del municipio. La determinacién del
VPMy del VCM (véase mas adelante) estuvo disponible para 1504 y 1500 individuos, respectivamente.
De los 1504 participantes con determinacién disponible del VPM, el 44.5% eran varones y la mediana
de edad fue de 52 afios (rango, 18-91 afios). Todos los participantes completaron un cuestionario
administrado por un entrevistador entrenado, un examen fisico y una extraccién de sangre en ayunas
en el centro de atencién primaria. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica Regional (cédigo

2012-025). Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes.

3.2. Evaluacion de las variables del estilo de vida

Consumo de alcohol. Se evalué el numero de copas de vino, botellas de cerveza y unidades de licores
consumidos regularmente por semana. Segun estudios de validacidn espaioles, cada copa de vino y
cada botella de cerveza contiene aproximadamente 10 g de alcohol, y cada unidad de licor contiene
20 g de alcohol [22]. Los participantes con un consumo de alcohol de 10-139 g/semana, 140-279
g/semana y 2280 g/semana se clasificaron como bebedores leves, moderados y excesivos,
respectivamente. El resto, compuesto por abstemios y bebedores ocasionales de alcohol (es decir,
menos de una copa/semana), se agruparon juntos.

Tabaquismo. Se considerd que eran fumadores los consumidores de al menos 1 cigarrillo al dia. Los
individuos que habian dejado de fumar durante el afio previo al estudio se consideraron también
fumadores, mientras que aquellos que habian abandonado el habito tabaquico mas de un afio antes
del estudio se clasificaron como ex-fumadores.

Actividad fisica. Todos los participantes del estudio completaron el International Physical Activity
Questionnaire (versidon corta), validado en Espafa [23]. Este cuestionario permite calcular los
equivalentes metabdlicos de la tarea y clasificar la actividad fisica habitual como baja, moderada o

alta [24].



3.3. Definiciones de las alteraciones metabdlicas

El indice de masa corporal (IMC) se calculd dividiendo el peso (en kg) entre la altura (en metros)
elevada al cuadrado. Los participantes se dividieron en tres grupos segtn el IMC: IMC €25 kg/m? (peso
normal), IMC >25-30 kg/m? (sobrepeso) y >30 kg/m? (obesidad).

Se considerd que los participantes presentaban sindrome metabdlico si presentaban al menos tres de
los siguientes criterios del Adult Treatment Panel Ill [25]: (1) Obesidad abdominal (circunferencia de
la cintura >102 cm para varones y >88 cm para mujeres); (2) hipertrigliceridemia (concentraciones
séricas de triglicéridos en ayunas =150 mg/dL); (3) niveles bajos de colesterol unido a lipoproteinas de
alta densidad (colesterol HDL; concentraciones séricas de colesterol HDL en ayunas <40 mg/dL para
varones y <50 mg/dL para mujeres); (4) hipertensidn arterial (tension arterial 2130/>85 mmHg o uso
actual de medicacidn antihipertensiva); y (5) hiperglucemia (glucemia plasmatica en ayunas 2110
mg/dL o tratamiento hipoglucemiante actual).

La hemoglobina glicada (HbAlc) se determind mediante cromatografia liquida de alta resolucién con
un analizador Menarini Diagnostics HA-8160. Se considerd que las personas tenian diagndstico de
diabetes mellitus si habian sido diagnosticadas previamente, si presentaban HbAlc 26,5 % o si
presentaban glucemia plasmatica en ayunas >126 mg/dL, segln los criterios de la Asociacidon
Americana de la Diabetes [26]. Se definid a las personas con prediabetes como aquellas con una HbA1lc
entre 5.7 % y 6.4 % o una glucemia en ayunas entre 100 y 125 mg/dL [26]. El resto de los individuos se

consideraron normoglucémicos.

3.4. Marcadores inflamatorios

Se midié la velocidad de sedimentacién globular (VSG) en sangre en tubos de vacio con tripotasio
etilendiaminotetraacético (KsEDTA) (Becton Dickinson, USA) utilizando un dispositivo automatico
TEST-1 (Alifax, Italia). EI TEST-1 ha sido validado mediante el método de referencia de Westergren,
siguiendo los criterios del International Council for Standardization in Hematology [27,28]. Los valores
de referencia de la VSG son de 0-20 mm/h para los varones y de 0-30 mm/h para las mujeres. La VSG
estuvo disponible para 1488 participantes y los resultados en esta poblacidn se han publicado
previamente [20,21].

Se determinaron las concentraciones de proteina C reactiva (PCR) de amplio rango en muestras de
suero fresco mediante inmunoturbidimetria mejorada con latex, en un sistema Advia 2400 Clinical
Chemistry System (Siemens, Alemania). El intervalo de referencia (valores normales) para adultos con
este método es de 0-0,5 mg/dL (0-5 mg/L). Las determinaciones de PCR estuvieron disponibles para

1504 participantes y los resultados en esta poblacion se han publicado previamente [20].



Se midieron las concentraciones séricas de IL-6, IL-8, TNF-alfa y sIL-2r en muestras de suero fresco
mediante un inmunoensayo quimioluminiscente comercial (IMMULITE 2000 System, Siemens).
Se obtuvieron datos para 1500, 1498, 1499 y 1500 participantes, respectivamente. La distribucion y
los factores asociados con las concentraciones séricas de IL-6 y slL-2r en esta poblaciéon se han

comunicado previamente [29,30].

3.5. Medicion del volumen plaquetario medio y del volumen corpuscular medio de los hematies

Los recuentos sanguineos, el VPM y el VCM se midieron en muestras en ayunas en tubos que
contenian KsEDTA (Becton Dickinson, USA). Las muestras de sangre se recogieron en el centro de
atencion primaria durante las primeras horas de la mafiana y, posteriormente, se analizaron en el
mismo laboratorio de referencia en las siguientes cinco horas. Antes del analisis, las muestras de
sangre se almacenaron a temperatura ambiente. Los pardmetros fueron determinados
automaticamente con un analizador ADVIA™2120 (Siemens, Healthcare Diagnostics, Deerfield, IL, EE.
UU.), tal y como se ha descrito previamente [19]. El laboratorio se encuentra en el centro hospitalario
de referencia (Hospital Universitario de Santiago de Compostela), a 25 km del centro de atencién

primaria.

3.6. Analisis estadisticos

Se utilizo el test de Mann-Whitney para comparar las variables numéricas y la prueba de tendencia de
Jonckheere-Terpstra para comparar las variables numéricas en categorias ordinales. Se utilizd
coeficiente de correlacién de rangos de Spearman para evaluar las correlaciones. Se utilizd la regresién
lineal para los andlisis multivariantes de los factores asociados a los valores de VPM y VCM. Se forzd
la entrada de variables en la ecuacién en todos los modelos multivariantes. El recuento total de
plaguetas y de la hemoglobina en sangre también entraron en los modelos que investigaban los
factores asociados con el VPM y el VCM, respectivamente. Se utilizaron modelos aditivos
generalizados para modelar el VPM en funcién de la edad y el sexo. El modelo incluyd una interaccién
entre la edad y el sexo. La inclusién de este término de interaccién, en lugar de un efecto aditivo, se
determiné mediante una prueba de razén de verosimilitud logaritmica. Los valores p inferiores a 0.05

se consideraron estadisticamente significativos.



4. Resultados

4.1. Distribucién general del volumen plaquetario medio y del volumen corpuscular medio de los

hematies

La distribucion del VPM y el VCM se representa en la Figura 1. Hubo una correlacién negativa (Rho=-
0.268, P<0.001) entre el VPM vy el recuento de plaquetas sanguineas, que varié de 24,000/mm? a
687,000/mm?3 (mediana, 221,000/mm?3, rango intercuartilico [IQR] 189,000/mm?3-257,000/mm?3).
Hubo una correlacion débil pero estadisticamente significativa entre el VPM y el VCM (Rho=0.104,
P<0.001). El VPM y el VCM mostraron un patrén diferente de asociacion con factores demograficos,

de estilo de vida y metabdlicos, como se muestra en las Tablas 1y 2.
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Figura 1. Histograma del volumen plaquetario medio (VPM) y del volumen corpuscular medio de hematies

(VCM) en la poblacion estudiada. P: percentil.

10



Tabla 1. Volumen plaquetario medio (VPM) y volumen corpuscular medio de los hematies (VCM) en relacién
con factores demograficos, del estilo de vida y metabdélicos
VPM (fL) VCM (fL)

Factor N Mediana (IQR) P-valor N Mediana (IQR) P-valor
Sexo

Muijeres 835 9.1 (8.5-9.8) Ref. 833 89.5 (86.5-92.1) Ref.

Varones 669 9.1(8.5-9.8) 0.144 667 90.3 (87.4-93.4) <0.001
Edad (afios)

18-35 294 9.0 (8.4-9.6) Ref. 294 88.2 (85.7-90.7) Ref.

>35-50 407 9.0(8.3-9.6) 0.566 407 89.2 (86.4-92.3) <0.001

>50-65 389 9.2 (8.6-9.9) 0.004 387 90.2 (87.4-93.2) <0.001

>65 414 9.2 (8.6-10.0) 0.002 412 91.1(88.4-93.7) <0.001
Consumo de alcohol

Abstemios 544 9.1(8.5-9.8) Ref. 542 89.0 (86.1-91.8) Ref.

Bebedores ligeros 594 9.0 (8.5-9.8) 0.573 593 89.6 (87.1-92.3) 0.002
Bebedores moderados 236 9.2 (8.6-9.9) 0.224 236 91.1 (88.0-93.7) <0.001

Bebedores intensos 130 9.1(8.5-9.6) 0.777 129 92.8 (89.7-96.7) <0.001
Tabaquismo

Nunca fumadores 824 9.1 (8.5-9.8) Ref. 822 89.4 (86.6-92.1) Ref.

Ex-fumadores 391 9.1 (8.5-9.6) 0.661 389 89.8 (86.7-92.9) 0.137

Fumadores activos 289 9.2 (8.6-9.9) 0.018 289 91.3 (87.9-94.0) <0.001
Actividad fisica

Baja 593 9.1(8.5-9.8) Ref. 592 90.1 (87.2-93.2) Ref.

Moderada 548 9.2 (8.6-9.9) 0.548 547 89.7 (86.5-92.1) 0.024

Alta 363 9.0 (8.4-9.6) 0.218 361 89.8 (87.2-92.6) 0.737
indice de masa coporal

Peso normal 429 9.0 (8.4-9.6) Ref. 420 89.8 (86.8-92.6) Ref.

Sobrepeso 572 9.1(8.5-9.8) 0.222 569 90.1(87.1-92.9) 0.435

Obesidad 512 9.2 (8.6-9.9) 0.005 511 89.6 (87.0-92.7) 0.987
Sindrome metabdlico

No 1194 9.1(8.5-9.7) Ref. 1190 89.9 (87.0-92.7) Ref.

Si 310 9.2 (8.6-10.0) 0.014 310 89.6 (87.0-93.1) 0.975
Estatus glucémico

Normoglucemia 936 9.0 (8.5-9.6) Ref. 934 89.7 (87.0-92.4) Ref.

Prediabetes 386 9.2 (8.5-9.9) 0.012 384 90.1 (87.0-93.2) 0.098

Diabetes 182 9.4 (8.7-10.2) <0.001 182 90.3 (87.1-93.7) 0.061

Los datos son medianas y rangos intercuartilicos (percentiles 25-75; entre paréntesis). El rango de referencia
normal para el VPM es de 7,2 a 11,1 fL, y el rango de referencia normal para el VCM es de 80 a 100 fL. N: nimero
de participantes con determinacién disponible. IQR: rango intercuartilico. Ref.: categoria de referencia.
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4.2. Asociacién del volumen plaquetario medio y del volumen corpuscular medio de los hematies

con los factores demograficos

El recuento de plaquetas fue mayor en las mujeres que en los varones: mediana 230,000/mm3 (IQR
201,000-268,000/mm?3) frente a mediana 211,000/mm?3? (IQR 179,000-242,000/mm3; P<0,001),
respectivamente; pero el sexo no se asocid significativamente con el VPM (Tablas 1y 2). En el estudio
univariante, el VCM fue mayor en los varones que en las mujeres (Tabla 1), pero esta asociacién se
atenud e incluso se invirtié tras ajustar por factores de confusion (Tabla 2). El VPM y el VCM
aumentaron con la edad en el estudio univariante (Tabla 1). El aumento del VPM con la edad fue mas
evidente en las mujeres (P<0.001) que en los varones (P=0.039), especialmente a partir de los 70 afios
de edad (Figura 2). La asociacion de la edad con el VPM no siguid siendo estadisticamente significativa
tras ajustar por factores de confusién, mientras que el VCM si mantuvo una asociacién positiva e

independiente con la edad (Tabla 2).

10.0

Sex

Women
- Men

Mean platelet volume (fL)
w
o

20 40 80 80
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Figura 2. Relacion entre el volumen plaqueatio medio (VPM) y la edad, estratificada por sexo. La linea roja
continua y la linea azul discontinua representan, respecitvamente, la tendencia media del VPM para mujeres

y para varones. Las areas sombreadas indican los intervalos de confianza al 95%.
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Tabla 2. Analisis multivariante (regresion lineal) del volumen plaquetario medio (VPM) y el volumen
corpuscular medio (VCM) de los eritrocitos en relacion con factores demograficos, del estilo de vida y
metabdlicos
VPM (fL) VCM (fL)

Factor Coeficiente (SE) P-valor Coeficiente (SE) P-valor
Sexo

Femenino Referencia NA Referencia NA

Masculino -0.097 (0.058) 0.095 -0.679 (0.312) 0.030
Edad (afios) 0.002 (0.002) 0.258 0.099 (0.008) <0.001
Consumo de alcohol

Abstemios Referencia NA Referencia NA

Bebedores ligeros -0.011 (0.057) 0.841 0.603 (0.262) 0.021

Bebedores moderados -0.006 (0.077) 0.933 1.597 (0.355) <0.001

Bebedores intensos -0.044 (0.100) 0.661 3.478 (0.357) <0.001
Tabaquismo

Nunca fumadores Referencia NA Referencia NA

Ex-fumadores -0.032 (0.061) 0.593 -0.029 (0.279) 0.916

Fumadores activos 0.363 (0.069) <0.001 2.251(0.315) <0.001
Actividad fisica

Baja Referencia NA Referencia NA

Moderada 0.042 (0.056) 0.451 -0.541 (0.256) 0.035

Alta -0.019 (0.064) 0.770 0.366 (0.293) 0.211
indice de masa coporal

Peso normal Referencia NA Referencia NA

Sobrepeso 0.059 (0.063) 0.349 -0.803 (0.288) 0.005

Obesidad 0.077 (0.068) 0.260 -1.507 (0.315) <0.001
Sindrome metabdlico

No Referencia NA Referencia NA

Si 0.169 (0.064) 0.008 -0.468 (0.291) 0.107
Diabetes mellitus (si) 0.345 (0.083) <0.001 -0.499 (0.385) 0.195
Constante (intercepto) 10.137 (0.156) NA 73.502 (1.485) NA

Todas las covariables fueron introducidas en la ecuacion. La ecuacién del VPM también incluyé el recuento de
plaquetas y la ecuacidn del VCM también incluyé la concentracion de la hemoglobina. Los modelos incluyeron
1503 casos para el VPM y 1499 casos para el VCM. Las covariables explicaron el 12.5% de la variabilidad del
VPM (R?, 0.125) y el 21,9% de la variabilidad del VCM (R2, 0.219). SE, error estdndar. NA, no aplicable.
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4.3. Asociacién del volumen plaquetario medio y del volumen corpuscular medio de los hematies

con factores del estilo de vida

El consumo de alcohol no se asocid significativamente con el VPM (Tablas 1 y 2). Sin embargo, el
consumo de alcohol se asocié de forma significativa y positiva con el VCM (Tablas 1 y 2). Ademas, el
VCM tendié a ser mayor cuanto mayor fue el consumo de alcohol (P<0,001, test de Jonckheere-
Terpstra).

El tabaquismo activo se asocid con un VPM mas elevado, tanto en los analisis univariantes (Tabla 1)
como tras ajustar por factores de confusién (Tabla 2). Se observd una asociacion similar entre el
tabaquismo activo y el VCM (Tablas 1 y 2). Los fumadores activos también presentaron valores de
VPM y VCM mayores que los ex-fumadores (P=0.013 y P<0-001, respectivamente; Tabla 1).

La actividad fisica no se asocio significativamente con el VPM (Tablas 1y 2). Sin embargo, la actividad
fisica moderada se asocid negativamente con el VCM, en comparacién con la actividad fisica baja,

tanto en los analisis univariados (Tabla 1) como multivariantes (Tabla 2).

4.4. Asociacién del volumen plaquetario medio y del volumen corpuscular medio de los hematies

con alteraciones metabdlicas

En general, las alteraciones metabdlicas estuvieron mas consistentemente asociadas con el VPM que
con el VCM. La obesidad estuvo positivamente asociada con un VPM mas elevado en el estudio
univariado (Tabla 1), aunque esta asociacidn se atenud al ajustar por factores de confusién (Tabla 2).
El sobrepeso y la obesidad estuvieron negativamente asociados con el VCM al ajustar por factores de
confusion (Tabla 2). La presencia del sindrome metabdlico se asocio con el VPM en analisis univariados
(Tabla 1). De los componentes del sindrome metabdlico, la elevada circunferencia de cintura, la
hipertension arterial y la hiperglucemia estuvieron positivamente asociadas con el VPM, mientras que
el colesterol HDL bajo estuvo negativamente asociado con el VPM (Tabla 3). El colesterol HDL bajo
también estuvo negativamente asociado con el VCM (Tabla 3). La asociacidn del colesterol HDL bajo
con un VPM y un VCM mds bajos se mantuvo después de ajustar por factores de confusién (datos no
mostrados).

Tanto la prediabetes como la diabetes se asociaron de forma independiente con valores mas altos de
VPM con respecto a los individuos normoglucémicos (Tablas 1 y Tabla 2). Ademas, los pacientes con
diabetes tuvieron un VPM mas alto que los individuos con prediabetes (P=0.012; Tabla 1). La mayoria
de los individuos con diabetes (n=182) tenia diabetes tipo 2, ya que solo 5 participantes (2.7%) tenian

diabetes tipo 1. Entre los pacientes con diabetes, hubo una correlacion positiva entre la HbAlc y el
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VPM (Rho=0.150; P=0.044; n=181). Los valores de VPM en la poblacién del estudio, estratificados por
tabaquismo y diagndstico de diabetes, se representan en la Figura 3, que indica la ausencia de
interaccion entre estos dos factores. Ademads, el término de interaccién entre diabetes y tabaquismo
no fue estadisticamente significativo cuando se agrego a los modelos de regresion que utilizan el VPM
como variable dependiente (datos no mostrados). El estado de diabetes no se asocid

significativamente con el VCM (Tablas 1y 2).
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Figura 3. Diagrama de cajas del volumen plaquetario medio (VPM) en relacidn con el tabaquismo y la
diabetes. No fumadores y ex-fumadores fueron agrupados. Las lineas horizontales representan la mediana.
Las cajas representan el rango intercuartilico (IQR; percentiles 25-75). Los bigotes representan los valores a
una distancia maxima de 1.5 veces el IQR desde el primer o el tercer cuartil. Los puntos mas alejados de la
mediana que 1.5 veces el IQR (valores atipicos) o que 3 veces el IQR (valores extremos) se representan
individualmente como circulos y asteriscos, respectivamente. Los fumadores tuvieron valores mas altos de
VPM que los no fumadores en cada categoria de estado glucémico, excepto en la de diabetes (P=0.010 para
normoglucemia, P=0.034 para prediabetes, P=0.432 para diabetes, [test de Mann-Whitney]). Hubo una
tendencia al aumento de los valores de VPM desde la normoglucemia hasta la prediabetes y diabetes, tanto
en fumadores (P=0.013) como en no fumadores (P<0.001, test de Jonckheere-Terpstra). N, nimero de

participantes con determinacién disponible.
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Tabla 3. Volumen plaquetario medio (VPM) y volumen corpuscular medio de los hematies (VCM) en relacién con los
componentes del sindrome metabélico

VPM (fL) VCM (fL)

Factor N Mediana (IQR) P-valor N Mediana (IQR) P-valor
Elevada circunferencia de cintura

No 848 9.1(8.4-9.7) Ref. 846 89.9 (86.9-92.8) Ref.

Si 655 9.2 (8.6.9.9) 0.007 653 89.7 (87.1-92.7) 0.923
Hipertension

No 738 9.0 (8.4-9.6) Ref. 738 89.4 (86.5-92.1) Ref.

Si 766 9.2 (8.6-9.9) <0.001 762 90.3 (87.4-93.3) <0.001
Hipertriglicemia

No 1226 9.1(8.5-9.8) Ref. 1222 89.9 (87.0-92.7) Ref.

Si 271 9.2 (8.6-9.9) 0.138 271 89.8 (86.7-92.9) 0.998
Colesterol HDL bajo

No 1243 9.1(8.5-9.8) Ref. 1239 90.1 (87.3-93.0) Ref.

Si 260 9.0 (8.3-9.7) 0.012 260 88.5 (85.6-91.6) <0.001
Hiperglucemia

No 1247 9.0 (8.5-9.7) Ref. 1243 89.8 (86.8-92.5) Ref.

Si 257 9.4 (8.8-10.1) <0.001 257 90.4 (87.3-93.7) 0.011

Los datos son medianas y rangos intercuartilicos (percentiles 25-75; entre paréntesis). Los componentes del
sindrome metabdlico fueron definidos de acuerdo con los criterios del ATPIII [25]. El rango normal para el VPM
esde7,2a11,1fLyelrango normal para el VCM es de 80 a 100 fL. N, numero de participantes con determinacion
disponible. IQR, rango intercuartil. Ref., categoria de referencia.

4.5. Asociacién del volumen plaquetario medio y del volumen corpuscular medio de los hematies

con marcadores inflamatorios

La correlacién entre los marcadores inflamatorios y el VPM y el VCM de los eritrocitos fue, en el mejor

de los casos, débil (Tabla 4). El VPM se correlaciond de forma significativa con las concentraciones

séricas de TNF-alfa e IL-2r. Esta ultima también se correlaciond significativamente con el VCM de los

eritrocitos (Tabla 4).
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Tabla 4. Correlacion del volumen plaquetario medio (VPM) y el volumen corpuscular medio (VCM) de los
hematies con los marcadores inflamatorios

IL-6 sérica IL-8 sérica TNF-a sérico IL-2r sérico PCR sérica VSG
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (U/mL) (mg/dL) (mm/h)
VPM (fL)
Coeficiente Rho -0.055 -0.022 0.123 0.076 0.044 0.022
N 1504 1502 1503 1504 1504 1488
P-valor 0.035 0.405 <0.001 0.003 0.086 0.387
VCM (fL)
Coeficiente Rho 0.059 -0.001 0.021 0.090 -0.042 -0.036
N 1500 1498 1499 1500 1500 1484
P-valor 0.023 0.977 0.419 <0.001 0.108 0.169

PCR, proteina C-reactiva. VSG, velocidad de sedimentacién globular. TNF, factor de necrosis tumoral. IL,
interleucina. N, niUmero de participantes con determinacién disponible.

5. Discusion

El presente trabajo demuestra que los factores asociados con el VPM y el VCM difieren en la poblacion
adulta, con la excepcion del tabaquismo, que esta positivamente asociado tanto con el VPM como con
el VCM. La diabetes mellitus y la prediabetes estuvieron positiva e independientemente asociadas con
el VPM, pero no con el VCM. El consumo de alcohol, la edad y el sexo femenino estuvieron
positivamente asociados con el VCM, pero no con el VPM. Finalmente, el IMC elevado vy la actividad
fisica moderada se asociaron negativamente con el VCM, pero no con el VPM. Hasta donde sabemos,
este es el primer estudio que analiza de manera exhaustiva la influencia de todos estos factores
demograficos, del estilo de vida y metabdlicos sobre el VPM en una poblacién general, en comparacién

con el VCM.

Nuestros datos indican que el VPM estd negativamente correlacionado con el recuento total de
plaguetas, como se habia descrito previamente [31,32]. Por esta razén, el recuento de plagquetas se
introdujo como una covariable en los modelos multivariantes. La relacién entre el VPM vy la edad es
controvertida. Algunos estudios han observado un aumento con la edad [33,34], mientras que otros
no [2,35]. En nuestro estudio, se observd un aumento con la edad en los analisis univariados, pero
esta asociacién no estuvo presente después de ajustar por otras variables. De manera opuesta, el VCM

mostré una asociacidn positiva y consistente con la edad. El recuento de plaquetas depende del sexo,
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con recuentos de plaquetas mas elevados en mujeres que en varones [36]. Esta diferencia en funcién
del sexo fue confirmada en el presente estudio. El efecto del sexo sobre el VPM también es
controvertido, con estudios que muestran un leve aumento en las mujeres [33] y otros que no
muestran ningln efecto [2]. En nuestro estudio, no se observé una asociacién independiente del sexo
con el VPM. En cuanto al VCM, fue mayor en los varones en el estudio univariado, aunque la direccién

de la asociacion se invirtid al ajustar por covariables del estilo de vida y metabdlicas.

El impacto potencial del consumo de alcohol sobre el VPM ha sido relativamente poco estudiado, en
contraste con su efecto sobre el VCM, que es un marcador establecido del abuso de alcohol [19]. Los
hallazgos del presente estudio confirman la asociacidn entre el VCM y el consumo de alcohol. En los
pacientes con abuso de alcohol, se ha identificado un VPM bajo como un factor pronéstico
desfavorable [37]. En nuestro estudio poblacional, no se observé relacion entre el consumo de alcohol
y el VPM, lo que proporciona evidencia adicional de que los aumentos en el VPM y el VCM siguen

diferentes vias patogénicas.

Nuestros resultados indican que el tabaquismo estd asociado con un VPM y VCM mas altos después
de ajustar por factores de confusién. Se ha reportado que el tabaquismo aumenta la reactividad
plaquetaria [38], aunque este efecto ha estado restringido a las mujeres en algunos estudios [39]. De
forma similar a nuestro estudio, que mostrd que los ex-fumadores tenian un VPM mas bajo que los
fumadores actuales, un estudio previo sugirié que la cesacion del tabaquismo podria reducir el riesgo
de enfermedad cardiovascular a través de cambios en el VPM, especialmente en las mujeres [40]. Se
ha demostrado que fumar cigarrillos aumenta el VPM en pacientes ancianos con factores de riesgo
para la aterosclerosis [41]. Ademas, el tabaquismo ha sido identificado como uno de los factores
asociados con el aumento del VPM en un estudio multiétnico en China [42]. En conjunto, estos datos
sugieren que una de las formas en que el tabaquismo podria aumentar el riesgo vascular es a través
de la activacion plaquetaria, con el VPM sirviendo como un marcador subrogado de este proceso. El
aumento del VCM ha sido descrito en el contexto del tabaquismo [43,44], lo que podria justificar la
conclusién de que su aumento también actda como un marcador del riesgo vascular [45] y del riesgo
de algunas neoplasias [43,46]. El tabaquismo y el consumo de alcohol estan asociados en la poblacién,
como en el presente estudio (datos no mostrados), pero, segln nuestros resultados, el efecto del

tabaquismo sobre el VPM y el VCM es independiente del consumo de alcohol y otras covariables.

El ejercicio moderado regular no mostré una asociacion significativa con el VPM, como se ha descrito

previamente [47], pero si tuvo una influencia negativa moderada sobre el VCM. El ejercicio habitual
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es una variable que estd sujeta a multiples problemas de confusiéon. En general, se le atribuye un cierto
efecto antiinflamatorio al ejercicio regular. El VPM es un marcador de inflamacién. Sin embargo, en
una poblacién general sin enfermedades inflamatorias significativas, observamos una pobre
correlacién entre los niveles de citoquinas proinflamatorias y el VPM, excepto por una correlacién

positiva (débil, aunque estadisticamente significativa) con TNF-alfa y IL-2r.

Nuestro trabajo mostré que la diabetes y la prediabetes se asocian de forma independiente con el
VPM. Ademas, los pacientes con diabetes mostraron un VPM mas alto que los pacientes con
prediabetes, y los pacientes con prediabetes mostraron un VPM mas alto que los individuos
normoglucémicos. El aumento del VPM en pacientes con intolerancia a los hidratos de carbono y
diabetes esta bien documentado [8,9,42,48-52]. La mayoria de los pacientes con diabetes en este
estudio fueron diagnosticados con diabetes tipo 2, que estuvo asociada con un mayor IMC (datos no
mostrados). La asociacién independiente del VCM con el VPM es controvertida. Algunos estudios han
encontrado que el sobrepeso y la obesidad estan positivamente asociados con el VPM [42,53].
Ademas, en otro estudio la pérdida de peso fue seguida de una disminucién en el VPM [54]. Sin
embargo, en ciertos estudios, se encontré que la correlacién entre el VCM y el VPM era relativamente
débil [33], con asociaciones observadas solo en subgrupos especificos [55]. En nuestro estudio, la
obesidad estuvo asociada con un VPM mas alto, pero esta asociacion se atenud en gran medida
después de ajustar por factores de confusion. Una controversia similar se observa en la relacién entre
el VPM y la presencia del sindrome metabdlico, un sindrome que incluye alteraciones como la
obesidad abdominal, la hiperglucemia, el colesterol HDL bajo, la hipertrigliceridemia y la hipertensién
arterial. En algunos estudios el VPM fue mas bajo en pacientes con sindrome metabdlico [56],
particularmente en mujeres [57]. Esto es una aparente paradoja, porque la hiperglucemia, uno de los
componentes del sindrome metabdlico, estd claramente asociada con un VPM mas alto, al igual que
otros componentes del sindrome metabdlico como la hipertension, tanto en el presente como en
estudios anteriores [42,58]. Posiblemente, una de las explicaciones sea que uno de los elementos del
sindrome metabdlico, los niveles bajos de colesterol HDL, estuvo asociado con un VPM mds bajo en
nuestro estudio. Sin embargo, este hallazgo no fue consistente con un estudio previo que mostré que
el VPM estaba elevado en individuos con colesterol HDL bajo [59]. Una vez mas, la relacién del VCM
con las alteraciones metabdlicas difirio de la del VPM. El VCM no estuvo asociado con la presencia de
diabetes o prediabetes, aunque la diabetes estuvo asociada de manera negativa e independiente con

el VCM, después de ajustar por factores de confusion.
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La principal fortaleza de este estudio reside en su disefio poblacional. Sin embargo, es importante
reconocer las limitaciones del estudio. Todos los participantes eran de etnia blanca, lo que impide
investigar las diferencias étnicas en el VPM, como ya han informado otros estudios [42]. Las
covariables bajo investigaciéon explicaron solo una proporcién relativamente pequefia de la
variabilidad del VPM (aproximadamente un 12%). Este hallazgo es consistente con la relevancia de las
variaciones genéticas en los valores de VPM [60-64], lo cual no fue investigado en el presente estudio.
La determinacién del VPM esta sujeta a problemas de reproducibilidad técnica, dependiendo del
dispositivo utilizado y de la forma en que se conserva la sangre; ademas, el tiempo preanalitico puede
influir en la exactitud de los resultados [65,66], como se ha revisado recientemente [1]. Aunque esto
pueda dificultar lacomparacién entre estudios, en el presente estudio se utilizé de manera consistente
el aparato y todas las muestras de sangre fueron recolectadas, manipuladas y procesadas de la misma
manera para estandarizar el efecto de las variables preanaliticas de acuerdo con las recomendaciones
actuales [67]. Las diferencias observadas en el VPM en relacidn con factores especificos son
estadisticamente significativas, pero relativamente menores en términos absolutos. Esta limitacion es
comun en los numerosos estudios que investigan la asociacién entre el VPM y diversas enfermedades,
y ya ha sido destacada en revisiones [68]. A la luz de estas limitaciones, se puede concluir que el VPM
no tiene actualmente un papel en el diagndstico o en la definicién del pronéstico de ninguna
enfermedad adquirida [68]. Sin embargo, los resultados presentados son de interés desde el punto de
vista fisiopatoldgico. Por un lado, demuestran que los factores que influyen en el VPM y el VCM son
diferentes. Por otro lado, los resultados podrian tener aplicacidn clinica. En las personas con diabetes,
el uso de agentes antiplaquetarios en la prevencién secundaria esta fuertemente recomendado,
aunque su uso en la prevencién primaria es actualmente muy controvertido [69]. Teniendo en cuenta
que el VPM estd asociado con la actividad plaquetaria [2-7] y las complicaciones vasculares en
personas con diabetes [70], nuestros resultados apoyan el uso de agentes antiplaquetarios en la

prevencidn primaria en pacientes con diabetes que fuman [69].

6. Conclusiones

1. El VPM estd aumentado en las personas que fuman y en personas con diabetes.
2. El VPM se correlaciona de forma débil e inconsistente con marcadores inflamatorios.
3. Con excepcion del tabaquismo, que también se asocia con un aumento del VCM, los factores

asociados con el VPM y el VCM son diferentes en la poblacién adulta.
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Abstract

Background: Red blood cell size and platelet size are routinely determined in clinical practice.
However, no studies have compared factors associated with mean platelet volume (MPV) and

mean red blood cell corpuscular volume (RBC-MCV).

Aim: To investigate and compare factors associated with MPV and RBC-MCV in the general adult

population.

Methods: We conducted a cross-sectional study on 1504 individuals (44.5% men; median age 52
years) randomly sampled from the general adult population. We measured MPV and RBC-MCV
and determined their relationship with demographic (age and sex), lifestyle (physical exercise,
alcohol and tobacco consumption), and metabolic (body mass index, metabolic syndrome, and

diabetes or prediabetes diagnosis) variables.

Results: After adjusting for potential confounders, smoking was positively associated with both
MPV and RBC-MCV. Diabetes and prediabetes were positively associated with MPV, but not with
RBC-MCV. Additional factors positively associated with RBC-MCV (but not with MPV) were
alcohol consumption, age, and female sex. Additional factors negatively associated with RBC-

MCV (but not with MPV) were moderate physical activity and high body mass index.

Conclusions: MPV is increased in smokers and in patients with diabetes. With the exception of
smoking, which is also associated with increased RBC-MCV, the factors associated with MPV and

RBC-MCV differ in the adult population.

Keywords: mean platelet volume; mean corpuscular volume; diabetes; smoking.

Abbreviations:

BMI: body mass index

CRP: C-reactive protein

ESR: erythrocyte sedimentation rate

HbA1c: glycated haemoglobin

K3;EDTA: tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid
MPV: mean platelet volume

RBC-MCV: red blood cell mean corpuscular volume
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Introduction

Platelets, the smallest blood cells, are extremely active,! with significant impact on both
physiology and pathology.! In addition to blood platelet count, mean platelet volume (MPV) is
routinely determined in automated blood counts. However, this parameter does not receive
significant attention in clinical practice. Platelet volume directly correlates with platelet activity,2”
arelevant factor for cardiovascular diseases. In fact, MPV can be regarded as an inflammatory
marker.! Furthermore, a positive association has been shown between MPV and cardiovascular
disorders,®1° including coronary artery disease,*** cerebrovascular disease,>® and venous

thromboembolism.*”

Few studies have comprehensively analysed the potential demographic, lifestyle, and metabolic
factors that might influence MPV in the general population. To our knowledge, no studies have
compared the influence of these factors on MPV and red blood cell mean corpuscular volume
(RBC-MCV), which is another routine parameter commonly used as a marker of anaemia type and

alcohol consumption. #12

Studies in the general adult population represent an optimal framework for investigating the
potential influence of common factors on analytical variations. The present study examines, in a
general adult population, the potential association of demographic, lifestyle, and metabolic
factors with MPV. We also compare the factors associated with MPV and those associated with

RBC-MCV.

Methods
Study population and design

This cross-sectional study was conducted in the municipality of A-Estrada (Spain), as reported
elsewhere.2021 An outline of the study (A-Estrada Glycation and Inflammation Study [AEGIS]) is
available at www.clinicaltrials.gov (code NCT01796184). The study included an age-stratified
sample (n=1516) of the adult population from the municipality. MPV and RBC-MCV
determinations (see below) were available for 1504 and 1500 individuals, respectively. Of the
1504 participants with available MPV, 44.5% were male, and the median age was 52 years (range,
18-91 years). All participants completed an interviewer-administered questionnaire, physical
examination, and fasting blood sampling at the primary care center. The study was performed in
accordance with the Declaration of Helsinki and approved by the Regional Ethics Committee

(code 2012-025). Written informed consent was obtained from all the participants.
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Assessment of lifestyle variables

Alcohol consumption. We evaluated the number of glasses of wine, bottles of beer, and units of
spirits regularly consumed per week. According to Spanish validation studies, each glass of wine
and each bottle of beer contains 10 g of alcohol, and each unit of spirit contains 20 g of alcohol.??
Participants with an alcohol consumption of 10-139 g/week, 140-279 g/week, and 2280 g/week
were considered light, moderate, and heavy drinkers, respectively. The remainder, consisting of

alcohol abstainers and occasional alcohol drinkers (<1 drink/week), were grouped together.

Smoking. We considered consumers of >1 cigarette per day to be smokers. Individuals who had
quit smoking during the preceding year were still considered smokers, whereas those who had

quit more than 1 year prior to the study were considered ex-smokers.

Physical activity. All study participants completed the International Physical Activity
Questionnaire (short version), which has been validated in Spain.?* The questionnaire allows for
the calculation of metabolic equivalents of task and for the stratification of habitual physical

activity as low, moderate, or high.?*

of

Body mass index (BMI) was calculated as weight (in kg) divided by the square of height (in
meters). Individuals were divided into 3 groups according to BMI: BMI <25 kg/m? (normal

weight), BMI >25-30 kg/m? (overweight), and >30 kg/m? (obesity).

Participants were considered to have metabolic syndrome if they had at least 3 of the following
Adult Treatment Panel Ill criteria:?® (1) abdominal obesity (waist circumference >102 cm for

men, >88 cm for women); (2) hypertriglyceridemia (fasting serum triglycerides 2150 mg/dL); (3)
low high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol levels (fasting HDL-cholesterol <40 mg/dL for men,
<50 mg/dL for women); (4) increased blood pressure (arterial blood pressure 2130/>85 mm Hg or
current anti-hypertensive medication use); and (5) hyperglycaemia (fasting serum glucose levels

2110 mg/dL or current anti-diabetic therapy).

Glycated haemoglobin (HbA1c) was determined by high-performance liquid chromatography
using a Menarini Diagnostics HA-8160 analyser. Individuals were deemed to have diabetes if they
had been previously diagnosed as such, had an Hb1Ac level 26.5%, and/or had a fasting serum
glucose concentration =126 mg/dL.?® Individuals with prediabetes were defined as those with
Hb1Ac from 5.7%-6.4% or fasting plasma glucose from 100-125 mg/dL.2 The remaining

individuals were considered normoglycaemic.
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Inflammatory markers

We measured the erythrocyte sedimentation rate (ESR) in blood drawn in tubes containing
tripotassium ethylenediaminetetraacetic acid (K;EDTA, Becton Dickinson, USA) by means of an
automated TEST-1 device (Alifax, Italy). TEST-1 has been validated in relation to the reference
Westergren method following the International Council for Standardization in Hematology
criteria.?’-28 The reference ESR values are 0-20 mm/h for men and 0-30 mm/h for women. The

ESR was available for 1488 participants, as reported elsewhere. 202

We measured wide-range C-reactive protein (CRP) concentrations in fresh serum samples by
means of latex-enhanced immunoturbidimetry in an Advia 2400 Clinical Chemistry System
(Siemens, Germany). This method’s reference interval for adults is 0.0-0.5 mg/dL (0-5 mg/L). CRP

measurements were available for 1504 participants, as reported elsewhere.?®

We measured serum concentrations of interleukin (IL)-6, IL-8, tumor necrosis factor (TNF)-alpha,
and soluble IL-2 receptor (sIL-2r) in fresh serum samples, employing a chemiluminescent

immunoassay (IMMULITE 2000 System, Siemens). Data were available for 1500, 1498, 1499, and
1500 participants, respectively. The distribution and factors associated with serum IL-6 and sIL-2r

concentrations in this population have been reported elsewhere.?%3°
Measurement of mean platelet volume and red blood cell mean corpuscular volume

Blood counts, MPV, and RBC-MCV were measured in fasting samples in tubes containing K;EDTA
(Becton Dickinson, USA). Blood samples were collected at the primary care center in the early
morning and subsequently analysed in the same reference laboratory over the next 5 hours. Prior
to analysis, blood samples were stored at room temperature. Parameters were automatically
determined with an ADVIA™2120 (Siemens Healthcare Diagnostics, USA), as reported

elsewhere.’®
Statistical analyses

We employed the Mann—-Whitney test to compare numerical variables between independent
groups and the Jonckheere-Terpstra trend test to compare numerical variables among ordinal
categories. We used Spearman’s rank test to assess the correlation. Linear regression was used
for multivariate analyses of factors associated with MPV and RBC-MCV values. Variables were
forced into the equation in all multivariate models. Total blood platelet count and blood
haemoglobin were also entered into the models investigating factors associated with MPV and
RBC-MCV, respectively. Generalised additive models were employed to model MPV as a function

of age and sex. The model included an interaction between age and sex. The inclusion of this
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interaction term, instead of an additive effect, was determined using a log-likelihood ratio test. P-

values lower than 0.05 were considered statistically significant.

Results
General distribution of mean platelet volume and red blood cell mean corpuscular volume

The distribution of MPV and RBC-MCV is shown in Figure 1. There was a negative correlation
(Rho=-0.268, P<0.001) between MPV and blood platelet count, which ranged from 24,000/mm3
to 687,000/mm? (median, 221,000/mm?, interquartile range [IQR] 189,000/mm3-257,000/mm3).
There was a weak but statistically significant correlation between MPV and RBC-MCV

(Rh0=0.104, P<0.001).

Association of mean platelet volume and red blood cell mean corpuscular volume with

demographics

The platelet count was higher in women than in men (median 230,000/mm? and IQR 201,000~
268,000/mm?3, versus median 211,000/mm? and I1QR 179,000-242,000/mm?; P<0.001); however,
sex was not significantly associated with MPV (Tables 1 and 2). Although RBC-MCV was higher in
men than in women in the univariate analyses (Table 1), this association was attenuated and
even inverted after adjusting for confounders (Table 2). MPV and RBC-MCV increased with age in
the univariate analyses (Table 1). The MPV increase with age was more evident in women
(P<0.001) than in men (P=0.039), particularly after age 70 (Figure 2). The association of age with
MPV did not remain significant after adjusting for confounders, whereas RBC-MCV maintained a

positive and independent association with age (Table 2).

Association of mean platelet volume and red blood cell mean corpuscular volume with lifestyle

factors

Alcohol consumption was not significantly associated with MPV (Tables 1 and 2). However,
alcohol consumption was significantly and positively associated with RBC-MCV (Tables 1 and 2).
Moreover, RBC-MCV tended to be larger with higher alcohol consumption in a trend test

(P<0.001).

Current smoking was associated with higher MPV, both in univariate analyses (Table 1) and after
adjusting for confounders (Table 2). A similar association was observed between smoking and
RBC-MCV (Tables 1 and 2). Current smokers also had higher MPV and RBC-MCV values than ex-
smokers (P=0.013 and P<0.001, respectively; Table 1).
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Physical activity was not significantly associated with MPV (Tables 1 and 2). Moderate physical
activity, however, was negatively associated with RBC-MCV, compared with low physical activity,

in both the univariate (Table 1) and multivariate (Table 2) analyses.

Association of mean platelet volume and red blood cell mean corpuscular volume with

metabolic disorders

In general, metabolic alterations were more consistently associated with MPV than with RBC-
MCV. Obesity was positively associated with higher MPV in the univariate study (Table 1),
although this association was attenuated when adjusting for confounders (Table 2). Overweight
and obesity were negatively associated with RBC-MCV after adjusting for confounders (Table 2).
Metabolic syndrome was associated with MPV in the univariate analyses (Table 1). Of the
metabolic syndrome components, high waist circumference, hypertension, and hyperglycaemia
were positively associated with MPV, whereas low HDL-cholesterol was negatively associated
with MPV (Table 3). Low HDL-cholesterol was also negatively associated with RBC-MCV (Table 3).
The association of low HDL-cholesterol with both lower MPV and RBC-MCV remained after

adjusting for confounders (data not shown).

Both prediabetes and diabetes were independently associated with higher MPV with respect to
normoglycaemic individuals (Tables 1 and 2). Also, patients with diabetes had higher MPV than
individuals with prediabetes (P=0.012; Table 1). The majority of individuals with diabetes (n=182)
had type 2 diabetes, as only 5 (2.7%) participants had type 1 diabetes. Among the patients with
diabetes, there was a positive correlation between HbAlc and MPV (Rho=0.150; P=0.044;
n=181). MPV value stratification in relation to smoking and diabetes is shown in Figure 3 and
indicates no interaction between these 2 factors. Moreover, the interaction term between
diabetes and smoking was not statistically significant when added to regression models using
MPYV as the dependent variable (data not shown). Glycaemic status was not significantly

associated with RBC-MCV (Tables 1 and 2).
Association of mean platelet volume and red blood cell mean corpuscular volume with
inflammatory markers

The correlation between inflammatory markers and MPV and RBC-MCV was at most weak (Table
4). MPV was significantly correlated with serum TNF-alpha and serum IL-2r concentrations. The

latter was also significantly correlated with RBC-MCV (Table 4).
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Discussion

The present study demonstrates that factors associated with MPV and RBC-MCV differ in the
adult population, except for smoking, which was positively associated with both MPV and RBC-
MCV. Diabetes and prediabetes were positively and independently associated with MPV, but not
with RBC-MCV. Alcohol consumption, age, and female sex were positively associated with RBC-
MCV, but not with MPV. Lastly, higher BMI and moderate physical activity were negatively
associated with RBC-MCV, but not with MPV. To our knowledge, this is the first study to
comprehensively analyse the influence of all these demographic, lifestyle, and metabolic factors

on MPV in a general population, compared with RBC-MCV.

Our data indicate that MPV is negatively correlated with total platelet count, as previously
described.31*? For this reason, platelet count was introduced as a covariate in the multivariate
models. The relationship between MPV and age is controversial. Some studies have observed an
increase with age,**3* whereas others have not.?35 In our study, although we observed an
increase in MPV with age in the univariate analyses, this association was not present after
adjusting for covariates. In contrast, RBC-MCV showed a positive, consistent association with age.
Platelet count is sex-dependent, with higher platelet counts observed in women.?® This sex
difference was confirmed in the present study. The effect of sex on MPV is also controversial,
with studies showing a slight increase in women?? and others showing no effect.? In our study, no
independent association between sex and MPV was observed. As for RBC-MCV, it was higher in
men in the univariate study, although the direction of the association was reversed when

adjusting for lifestyle and metabolic covariates.

The potential impact of alcohol consumption on MPV has been relatively understudied, in
contrast to its effect on RBC-MCV, which is a well-established marker of alcohol abuse.?® In
patients with alcohol abuse, low MPV has been identified as a factor of poor prognosis.3” In our
study, no relationship between alcohol consumption and MPV was observed, which provides

further evidence that increases in MPV and RBC-MCV follow different pathogenic pathways.

Our results indicate that smoking was associated with higher MPV and RBC-MCV after adjusting
for confounders. It has been reported that smoking increases platelet activity,* although this
effect was restricted to women in some studies.?® Similar to our study, which showed that ex-
smokers had lower MPV than current smokers, a previous study suggested that smoking
cessation could reduce the risk of cardiovascular disease through the change in MPV, especially
in women.*® Smoking has been demonstrated to increase MPV in elderly patients with risk factors
for atherosclerosis.*! Furthermore, smoking has been identified as one of the factors associated
with increased MPV in a multi-ethnic study in China.*? Collectively, these data suggest that one of

9
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the ways by which smoking could increase vascular risk is platelet activation, with MPV serving as
a surrogate marker for this process. Increased RBC-MCV has also been described in smokers,*34¢
and can therefore serve as a marker of cardiovascular®® and cancer risk.**%® Smoking and alcohol
consumption are associated in the population and in the present study (data not shown);
according to our results, however, the effect of smoking on MPV and RBC-MCV was independent

of alcohol consumption and other covariates.

Regular moderate exercise demonstrated no significant association with MPV, as previously
reported,?”” and showed a modest negative influence on RBC-MCV. In general, a modest anti-
inflammatory effect is attributed to regular exercise. Although MPV is a marker of inflammation,*
we observed a poor correlation between proinflammatory cytokines levels and MPV, except for a
weak, positive correlation with TNF-alpha and sIL2r in the general population without significant

inflammatory disease.

Diabetes and prediabetes were found to be independently associated with MPV. Furthermore,
patients with diabetes exhibited higher MPV than patients with prediabetes, and patients with
prediabetes exhibited higher MPV than normoglycaemic individuals. Increased MPV in patients
with glucose intolerance and diabetes is well-documented.®%42852 The majority of patients with
diabetes in this study were diagnosed with type 2 diabetes, which was associated with higher
BMI (data not shown). The independent association of BMI with MPV is controversial. Some
studies have found that overweight and obesity are positively associated with MPV. 4253
Moreover, weight loss was followed by a decrease in MPV.5% Nevertheless, in certain studies, the
correlation between BMI and MPV was found to be relatively weak33 or limited to specific
subgroups. In our study, although obesity was associated with higher MPV, this association was
attenuated after adjusting for confounders. A similar controversy has been observed in the
relationship between MPV and metabolic syndrome. In some studies, MPV was found to be
lower in patients with metabolic syndrome,® particularly in women. This is an apparent
paradox, because hyperglycaemia, one of the components of metabolic syndrome, is clearly
associated with higher MPV, as are other components of metabolic syndrome, such as
hypertension, which were shown in both the present and in previous studies.*>>8 One possible
explanation is that low HDL-cholesterol levels (another element of metabolic syndrome) was
associated with lower MPV in our study. However, this finding was not consistent with a previous
study that had shown elevated MPV in individuals with low HDL-cholesterol.>® Once more, the
relationship of RBC-MCV with metabolic alterations differed from that of MPV. RBC-MCV was not
associated with diabetes or prediabetes, although it was negatively and independently associated

with BMI.
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The main strength of this study is its population-based design. However, it is important to
acknowledge its limitations. All participants were of White ethnicity, which precludes the
investigation of ethnic differences in MPV, as reported by other studies.*? The covariates under
investigation explained a relatively small proportion (approximately 12%) of MPV variability. This
finding is consistent with largely genetic MPV conditioning,®>% which was not investigated in the
present study. MPV determination is prone to technical reproducibility issues, depending on the
equipment used and the method of blood preservation; additionally, the pre-analytical time
could influence the accuracy of the results.»>% Although this makes comparison among studies
challenging, in the present study, the device, sampling, handling, and processing were used
consistently to standardize the effect of pre-analytical variables, in accordance with current
recommendations.®’ The observed differences in MPV in relation to specific factors are
statistically significant, yet relatively minor in absolute terms. This limitation is common to
studies investigating the association between MPV and various diseases, as previously
highlighted.5®

Although MPV does not currently play a significant role in the diagnosis or prognosis of acquired
diseases,®® the results presented are of interest from a pathophysiological point of view because
they demonstrate that factors influencing MPV and RBC-MCV differ. Moreover, the results open
clinical questions that should be addressed in future studies. For instance, the use of antiplatelet
agents in primary prevention among patients with diabetes is currently highly controversial,®
and our results might support its use in primary prevention in patients with diabetes who smoke,
given that MPV is increased in smokers and in people with diabetes, and that MPV is associated

with platelet activity?” and with diabetic vascular complications.”

Conclusions

The factors associated with MPV and RBC-MCV differ in the adult population, with the exception
of smoking, which was positively associated with both MPV and RBC-MCV. Diabetes and
prediabetes were positively associated with MPV, but not with RBC-MCV. Additional factors
positively associated with RBC-MCV (but not with MPV) included alcohol consumption, age, and
female sex. Additional factors negatively associated with RBC-MCV (but not with MPV) were
moderate physical activity and high BMI. These factors should be taken into consideration when

interpreting MPV and RBC-MCV determinations in clinical practice.
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Table 1. Mean platelet volume (MPV) and red blood cell mean corpuscular volume (RBC-MCV) in relation

to demographics, lifestyle factors, and metabolic abnormalities

MPV (L) RBC-MCV (fL)

Factor N Median (IQR) P-value N Median (IQR) P-value
Sex

Women 835 9.1(8.5-9.8) Ref. 833 89.5 (86.5-92.1) Ref.

Men 669 9.1(8.5-9.8) 0.144 667 90.3(87.4-93.4) | <0.001
Age (years)

18-35 294 9.0(8.4-9.6) Ref. 294 88.2(85.7-90.7) Ref.

>35-50 407 9.0(8.3-9.6) 0.566 407 89.2(86.4-92.3) | <0.001

>50-65 389 9.2(8.6-9.9) 0.004 387 90.2 (87.4-93.2) <0.001

>65 414 9.2 (8.6-10.0) 0.002 412 91.1(88.4-93.7) | <0.001
Alcohol consumption

Abstainers 544 9.1(8.5-9.8) Ref. 542 89.0(86.1-91.8) Ref.

Light drinkers 594 9.0(8.5-9.8) 0.573 593 89.6 (87.1-92.3) 0.002

Moderate drinkers 236 9.2(8.6:9.9) 0.224 236 91.1(88.0-93.7) <0.001

Heavy drinkers 130 9.1(8.5-9.6) 0.777 129 92.8(89.7-96.7) | <0.001
Smoking

Never smokers 824 9.1(8.5-9.8) Ref. 822 89.4 (86.6-92.1) Ref.

Ex-smokers 391 9.1(8.5-9.6) 0.661 389 89.8(86.7-92.9) 0.137

Current smokers 289 9.2(8.6:9.9) 0.018 289 91.3(87.9-94.0) <0.001
Physical activity

Low 593 9.1(8.5-9.8) Ref. 592 90.1(87.2-93.2) Ref.

Moderate 548 9.2(8.6-9.9) 0.548 547 89.7 (86.5-92.1) 0.024

High 363 9.0(8.4-9.6) 0.218 361 89.8(87.2-92.6) 0.737
Body mass index

Normal weight 429 9.0(8.4-9.6) Ref. 420 89.8 (86.8-92.6) Ref.

Overweight 572 9.1(8.5-9.8) 0.222 569 90.1(87.1-92.9) 0.435

Obesity 512 9.2(8.6:9.9) 0.005 511 89.6(87.0-92.7) 0.987
Metabolic syndrome

No 1194 9.1(8.5-9.7) Ref. 1190 89.9 (87.0-92.7) Ref.

Yes 310 9.2 (8.6-10.0) 0.014 310 89.6(87.0-93.1) 0.975
Glycaemic status

Normoglycaemic 936 9.0(8.5-9.6) Ref. 934 89.7 (87.0-92.4) Ref.

Prediabetes 386 9.2(8.5-9.9) 0.012 384 90.1(87.0-93.2) 0.098

Diabetes 182 9.4(8.7-10.2) <0.001 182 90.3(87.1-93.7) 0.061

Data are medians and interquartile (25t"-75% percentile) ranges (in brackets). The normal reference range for MPV is 7.2-11.1
L, and the normal reference range for MCV is 80-100 fL. N, number of participants with available determination. IQR,

interquartile range. Ref., reference category.
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Table 2. Multivariate analyses. Linear regression of the mean platelet volume (MPV) and the red blood Table 3. Mean platelet volume (MPV) and red blood cell mean corpuscular volume (RBC-MCV) in relation
cell mean corpuscular volume (RBC-MCV) in relation to demographics, lifestyle, and metabolic factors to metabolic syndrome components
MPV (fL) RBC-MCV (fL) MPV (fL) RBC-MCV (1)
Factor Coefficient (SE) Pvalue | Coefficient(SE) | P-value Factor N Median (1QR) | Pvalue N Median (IQR) | Pvalue
Sex (male) High waist circumference
Female Reference NA Reference NA No 848 9.1(8.4-9.7) Ref. 846 | 89.9(86.9928) | Ref.
Male -0.097(0.058) 0.095 0679 (0:312) 0.030 Yes 655 9.2(8.6.9.9) 0007 | 653 | 89.7(87.1-927) | 0923
Age (years) 0.002 (0.002) 0258 0.099 (0.008) <0.001 High blood pressure
Alcohol consumption No 738 9.0(8.4-9.6) Ref. 738 | 89.4(86.5-92.1) Ref.
Abstainers Reference NA Reference NA Yes 766 9.2(8.6:9.9) <0001 | 762 | 90.3(87.4933) | <0.001
Light drinkers -0.011 (0.057) 0.841 0.603 (0.262) 0.021 Hypertriglyceridemia
Moderate drinkers -0.006 (0.077) 0933 1,597 (0.355) <0.001 No 1226 9.1(859.8) Ref 1222 | 89.9(87.0927) Ref.
Heavy drinkers -0.044 (0.100) 0.661 3.478 (0.357) <0.001 Ves 71 9.2(8.69.9) 0.138 271 | 89.8(86.7-929) | 0998
Smoking Low HDL-cholesterol
Never smokers Reference NA Reference NA No 1243 9.1(8.5-9.8) Ref. 1239 | 90.1(87.3-93.0) Ref.
Ex-smokers -0.032 (0.061) 0.593 -0.029 (0.279) 0.916 Yes 260 9.0(8.39.7) 0.012 260 88.5 (85.6-91.6) <0.001
Current smokers 0.363 (0.069) <0.001 2.251(0.315) <0.001 Hyperglycaemia
Physical activity No 1247 9.0(8.59.7) Ref. 1243 89.8 (86.8-92.5) Ref.
Low Reference NA Reference NA Yes 257 9.4 (8.8-10.1) <0.001 257 90.4 (87.3-93.7) 0.011
Moderate 0.042 (0.056) 0451 -0.541 (0.256) 0.035

Data are medians and interquartile (25%-75" percentile) ranges (in brackets). The metabolic syndrome components
High -0.019 (0.064) 0.770 0366 (0.293) 0211 were defined according the ATPII criteria 5 The normal range for MPV is 7.2-11.1 L, and the normal range for MCV is
80-100 fL. N, number of participants with available determination. IQR, interquartile range. Ref., reference category.

Body mass index

Normal weight Reference NA Reference NA
Overweight 0.059 (0.063) 0.349 -0.803 (0.288) 0.005
Obesity 0.077 (0.068) 0.260 -1.507 (0.315) <0.001

Glycaemic status

Normoglycaemic Reference NA Reference NA

Prediabetes 0.169 (0.064) 0.008 -0.468 (0.291) 0.107

Diabetes 0.345 (0.083) <0.001 -0.499 (0.385) 0.195
Constant (intercept) 10.137 (0.156) NA 73.502 (1.485) NA

Alllisted covariates were entered into the equation. The MPV equation also included the blood platelet count, and
the MCV equation also included the blood haemoglobin concentration. The models included 1503 cases for MPV and
1499 cases for MCV. Covariates explained 12.5% of MPV variability (R?, 0.125), and 21.9% of the MCV variability (R?,
0.219). SE, standard error. NA, not applicable.
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Table 4. Correlation of the mean platelet volume (MPV) and the red blood cell mean corpuscular volume
(MCV) with inflammatory markers

Serum IL-6 Serum IL-8 | Serum TNF-a | Serum IL-2r | Serum CRP ESR

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (U/mL) (mg/dL) (mm/h)
MPV (L)
Rho coefficient -0.055 -0.022 0.123 0.076 0.044 0.022
N 1504 1502 1503 1504 1504 1488
P-value 0.035 0.405 <0.001 0.003 0.086 0.387
MV (fl)
Rho coefficient 0.059 -0.001 0.021 0.090 -0.042 -0.036
N 1500 1498 1499 1500 1500 1484
P-value 0.023 0.977 0.419 <0.001 0.108 0.169

Rho correlation coefficients were obtained with the Spearman rank test. CRP, C-reactive protein. ESR, erythrocyte
sedimentation rate. TNF, tumor necrosis factor. IL, interleukin. N, number of participants with available determination.
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Figure legends

Figure 1. Histogram of the mean platelet volume and the red blood cell mean corpuscular volume

in the studied population. P, percentile.

Figure 2. Relationship between the mean platelet volume (MPV) and age, stratified by sex. The
solid red line represents the mean MPV trend for women, and the dashed blue line represents
the mean MPV trend for men. Shaded areas indicate 95% confidence intervals. Generalised
additive models were employed to model MPV as a function of age and sex. The model included
an interaction between age and sex. The increase in MPV with age was more evident for women

(P<0.001) than for men (P=0.039), particularly after age 70.

Figure 3. Boxplot of the mean platelet volume (MPV) in relation to smoking and diabetes status.
For this representation, never smokers and ex-smokers were grouped into the same category.
Horizontal lines represent the median. Boxes represent the interquartile range (25t-75t
percentile). Whiskers represent the range within 1.5 times the interquartile range from the upper
or lower quartile. Points at a greater distance from the median than 1.5 times the interquartile
range are plotted individually as outliers, shown as circles. Points at a greater distance from the
median than 3 times the interquartile range are plotted individually as extreme values, shown as
asterisks. Smokers tended to have higher MPV values than non-smokers in each category of
diabetes status (normoglycaemic, prediabetes, and diabetes), except in the category of diabetes,
which had the lowest number of individuals (P=0.010, p=0.034, P=0.432, respectively [Mann-
Whitney test]). There was a trend to increasing MPV values from normoglycaemia to prediabetes
to diabetes, both in smokers (P=0.013), and non-smokers (P<0.001, Jonckheere-Terpstra test). N,

number of participants with available determination.
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