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GLOSARIO DE TERMINOS

Plaqueta. Célula derivada de la fragmentacion de la linea megacariocotica juegan un
papel fundamental en la Hemostasia iniciando la formacién de coagulos o trombos.

Clopidogrel. Agente antiagregante plaquetario perteneciente a la familia de las
tienopiridinas utilizado para prevenir episodios arterioescleraticos.

Citometria de flujo. Es una técnica de analisis de las caracteristicas de las células
midiéndolas por dispersion de luz y fluorescencia.

Lista de abreviaturas

ICP intervencion coronaria percutanea

SCA sindrome coronario agudo

IRP  indice de reactividad

ECCVM eventos cardio cerebro vasculares mayores
VASP fosfoproteina estimulada por vasodilatadores
ADP adenosin difosfato

Gp glucoproteina
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1. RESUMEN

ANTECEDENTES. La intervencion coronaria percutanea (ICP) es un tratamiento
que se aplica a pacientes que presentan isquemia miocardica (flujo sanguineo
inadecuado al corazén) o infarto de miocardio (ataque al corazén). El objetivo de la
ICP es abrir (desobstruir) una arteria coronaria (vaso sanguineo que transporta
sangre y oxigeno al musculo del corazén) y restaurar el flujo sanguineo. La lesidon
que la propia intervencién coronaria percutanea (ICP) provoca en la pared arterial
poner en marcha la activacion y agregacion plaquetarias. Por este motivo todos
los pacientes deben estar eficazmente antiagregados durante y después de la
intervencién. La combinacion de clopidogrel mas aspirina es hoy dia el tratamiento

antiplaquetario oral estandar para los pacientes tratados con ICP.

JUSTIFICACION. Existe una poblacion de pacientes con enfermedad arterial
coronaria que presenta baja respuesta al tratamiento con Clopidogrel, lo cual se
ha asociado con eventos cardiocerebro vasculares mayores (ECCVM) en lapsos
cortos de tiempo que comprometen la vida del paciente, provocado por un estado
de activacion plaquetaria que conllevan a una trombosis. Este problema ha llegado

a ser tan importante que se ha acuiado el término “resistencia” al Clopidogrel.

HIPOTESIS. Existe una inhibicion de la actividad plaquetaria al tratamiento con
Clopidogrel en pacientes con enfermedad arterial coronaria sometidos a

cateterismo cardiaco.

OBJETIVO. Evaluar la actividad plaquetaria al tratamiento con Clopidogrel, en
pacientes con enfermedad arterial coronaria sometidos a cateterismo cardiaco a

partir de la técnica de fosforilacion de VASP por citometria de flujo.
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METODOS. Estudio en el cual participaron 32 pacientes sometidos a ICP. La
determinacion de indice de reactividad plaquetaria (IRP) fue realizada a través de la
técnica de fosforilacién de la fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP) por

citometria de flujo.

RESULTADOS.

Un total de 31 pacientes fueron incluidos en el presente estudio. De los 31
pacientes 9 eran del sexo femenino (F) (29.03%) y 22 del sexo masculino (M)
(70.96%). De estos, 19(61.29%) eran diabéticos (DM) , 23 (74.19%) de nuestros
pacientes presentaban hipertensién arterial (HAS), con antecedentes de
tabaquismo lo presentaron 20 (64.51%), con dislipidemia 23 (74.19%) de los
pacientes, y solo 6 (19.35%) tenian antecedentes familiares de afeccion

cardiovascular en la familia.

CONCLUSIONES.

Al termino de este estudio finalizado con un total de 31 pacientes de los cuales
solo 6 pacientes (19.35%) estuvieron arriba de nuestro punto de corte de un 69%
tanto en toma basal como la toma de 24 horas no fueron buenos respondedores al
tratamiento con Clopidogrel en dosis entre 400 y 600 mg. Mas del 80.64 % de
nuestros pacientes fueron buenos respondedores a su tratamiento con Clopidogrel
presentando una significativa inhibicion de la reactividad plaquetaria.concluyendo
asi que nuestra terapia dual de nuestros antiplaquetarios es efectiva en la mayoria
de los casos y en el caso del Clopidogrel podria estandarizarse el uso de dosis
mayores a la usual para los casos de nuestros pacientes sometidos a una

angioplastia coronaria.
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2. INTRODUCCION

Las plaquetas desempefian un papel clave en la aparicion de las
complicaciones tromboticas en pacientes con sindromes coronarios agudos (SCA)
o en los tratados con intervenciones coronarias percutaneas (ICP). Esto ha
establecido el uso generalizado de agentes antiplaquetarios, como el Acido
Acetilsalicilico, las tienopiridinas (ticlopidina y Clopidogrel) y los antagonistas de
los receptores de la glicoproteina llb/llla, en la prevencion de las enfermedades
isquémicas coronarias. Sin embargo en los ultimos afios se han acumulado datos
que indican que un numero considerable de pacientes continua presentando
complicaciones tromboticas a pesar de cumplir el tratamiento antiagregante
plaquetario combinado de Acido Acetilsalicilico y Clopidogrel.

Este fenobmeno se ha atribuido en parte a una inhibicidon insuficiente de una o
ambas dianas de los antiagregantes plaquetarios orales, la enzima ciclooxigenasa
1 (COX-1) en el caso del Acido Acetilsalicilico y el receptor P2Y;, del ADP en el
caso del Clopidogrel, y que se ha denominado “resistencia” a los farmacos

antiagregantes plaquetarios.
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3. ANTECEDENTES.

3.1 PLAQUETAS

Las plaquetas son discos de forma elipsoidal que como todas las demas
células sanguineas provienen de una célula hematopoyética (stem) fuente o
tronco multipotente que da lugar a la linea megacariocitica.

Estas células se forman en la medula 6sea por la fragmentacion del citoplasma de
una célula poliploide, el megacariocito.

El recuento normal de plaquetas es de 150 a 450 x 10%/L y tienen como funcion
principal la de prevencion y deteccion de la pérdida de sangre del torrente

circulatorio.

Citoesqueleto Plaquetario

Es el responsable de mantener la estabilidad de la membrana, su forma
discoide y las modificaciones morfologicas que estas experimentan cuando son
activadas.
El esqueleto citoplasmatico. Contiene una alta proporcion de actina, la proteina
mas abundante en la plaqueta. En la plaqueta en reposo esta actina se encuentra
formando filamentos que tienen uniones cruzadas con otras proteinas, lo que
condiciona la formacién de una malla tridimensional que funciona como un

esqueleto celular.

El Esqueleto de Membrana. Esta formado también por filamentos de actina
y se encuentra dispuesto inmediatamente por debajo de la membrana celular, este
sistema es el responsable de mantener la estabilidad de la membrana y capacita
al complejo glucoproteico Ib-IX en su unién con el factor de Von Willebrand (FvW)

propiciando la adhesion de la plaqueta al subendotelio.

Glicoproteinas de Superficie plaquetaria. Las plaquetas cuentan con

diversos complejos glicoproteicos en su superficie, involucrados en el
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reconocimiento de moléculas involucradas en las diversas funciones plaquetarias.
El complejo Gp IbVIX inicia el proceso de adhesion plaquetaria al unirse al FVW y
al Colageno. El complejo Gp llb-llla se une al fibrinégeno, Factor von Willebrand y
ADP, provocando cambio de forma, agregacién y secrecion plaquetaria; asi mismo
por intermedio del ADP participan otros agentes agregantes como adrenalina,
serotonina, etc. La Gp V sirve como receptor para la trombina, otro poderoso
agente agregante plaquetario. La Gp la constituye el receptor para la colagena
que también es un agonista plaquetario. La Gp IV es un receptor de la
trombospondina y también para el colageno tipo I. asi mismo recientemente se
han identificado otros receptores para el tromboxano A2, para la trombina (R1 y
R2 de alta y baja afinidad respectivamente), que participan también como
agregantes plaquetarios. Se han identificado otros receptores especificos de
adhesion que se les denominan integrinas que sirven también como receptores
para las proteinas adhesivas tales como fibronectina, laminina, vitronectina,
trombospondina y colageno.

Por otra parte es rica en glucosiltransferasa, una ectoenzima que reacciona con el
grupo amino de la colagena transfiriendo residuos aminoazucares, reaccion que
resulta importante para iniciar los fendmenos de adhesion y agregacion

plaquetaria.

Cuando la plaqueta es activada, se promueve la desestabilizacion del
citoesqueleto de membrana y esto incrementa la movilidad y favorece la
capacidad de las plaquetas de extenderse sobre el subendotelio u otro tipo de

superficie extrana.

Granulos. Varios tipos de granulos se observan en el citoplasma
plaquetario: las mitocondrias, que capacitan a estas estructuras en la oxidacién de
acidos grasos proveyendolas de metabolismo aerdbico; ribosomas, en los que
gracias a la presencia de RNAm la plaqueta es capaz de llevar a cabo moderada

sintesis de proteinas; los granulos densos que son reservorios de serotonina,
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nucleotidos adenilicos metabdlicamente no utilizables por la plaqueta e iones
calcio y los granulos alfa con halos periféricos de baja densidad; estos son
heterogéneos y algunos contienen enzimas lisosdbmicas mientras otros son ricos
en beta-trombo globulina, factor plaquetario 4 (FP-4), fibrinbgeno, factor de Von
Willebrand, trombospondina, factor mitogénico y otras proteinas de la coagulacioén.
La ausencia de estos granulos provoca el sindrome conocido como sindrome de la

plaqueta gris.

El Sistema Tubular Denso. Este sistema funciona como un reservorio de calcio
que es liberado al citoplasma por diferentes estimulos como el inositol trifosfatado
y el tromboxano A2, tras la estimulacion de fosfolipasa.

Figura 1. Morfologia plaquetaria (oganelos plaquetarios)
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Modificaciones Plaquetarias
Durante el proceso de activacion plaquetaria, ocurren cambios anatomicos
especificos que ocasionan cambio de forma plaquetaria, al pasar de la forma

discoide a una forma mas redondeada con formacién de seudépodos delgados, lo
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cual incrementa considerablemente la superficie de contacto con otras plaquetas.
Ademas, las organelos intraplaquetarios comienzan a centralizarse, gracias a la
contraccion de microtubulos y microfilamentos. Posteriormente los granulos
fusionan sus membranas con el SCA y liberan su contenido hacia el exterior,
potencializando los fendmenos de adhesion, agregacion y secrecion plaquetaria al
activar a otras plaquetas.

Las plaquetas desempefian un papel clave en la aparicion de las complicaciones
tromboticas en pacientes con sindromes coronarios agudos (SCA) o en los
tratados con intervenciones coronarias percutaneas (ICP). Esto ha establecido el
uso generalizado de agentes antiplaquetarios, como el Acido Acetilsalicilico, las
tienopiridinas (ticlopidina y Clopidogrel) y los antagonistas de los receptores de la
glicoproteina llb/llla, en la prevencion de las enfermedades isquémicas coronarias.
Sin embargo en los ultimos anos se han acumulado datos que indican que un
numero considerable de pacientes continua presentando complicaciones
tromboticas a pesar de cumplir el tratamiento antiagregante plaquetario combinado
de Acido Acetilsalicilico y Clopidogrel.

Este fendbmeno se ha atribuido en parte a una inhibicion insuficiente de una o
ambas dianas de los antiagregantes plaquetarios orales, la enzima ciclooxigenasa
1 (COX-1) en el caso del Acido Acetilsalicilico y el receptor P2Y;, del ADP en el
caso del Clopidogrel, y que se ha denominado “resistencia” a los farmacos

antiagregantes plaquetarios.
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3.2 PRINCIPALES AGENTES ANTIPLAQUETARIOS
CLOPIDOGREL

El Clopidogrel es un agente antiagregante plaquetario oral con una
estructura y un mecanismo de accion parecidos a los de la ticlopidina. El
Clopidogrel se caracteriza por una menor incidencia de reacciones secundarias
que la ticlopidina, en particular a nivel cutaneo, gastrointestinal o dermatolégico. El
Clopidogrel se utiliza para prevenir episodios arterioscleréticos (infarto de
miocardio, ictus, y muerte vascular) en pacientes con historia reciente de

accidente cerebrovascular, cardio o perivascular.

Pertenece a la familia de las tienopiridinas y son prodrogas que necesitan
ser activadas en el higado por oxidacion catalizada por la enzima citocromo P450,

para dar origen a sus metabolitos activos.

MECANISMO DE ACCION

El Clopidogrel no tiene actividad antiplaquetaria in vitro. Después de la
ingestion oral es metabolizado en el higado por el citocromo P450 y convertido en
2-oxo-clopidogrel, el cual experimenta hidrélisis antes de unirse e inhibir
irreversiblemente el receptor P2Y12 (Fig 1). El metabolito activo inhibe selectiva-
e irreversiblemente la agregacion plaquetaria inducida por el ADP, impidiendo la
uniéon de la adenosina difosfato al receptor plaquetario. De esta manera la
activacion del complejo glicoproteico Gp llb/llla resulta alterada. Como este
complejo es el receptor mas importante para el fibrindgeno, su inactivacién impide
la union del fibrinbgeno a las plaquetas, lo que finalmente inhibe la agregacién
plaquetaria. Dado que el metabolito activo del Clopidogrel modifica de forma
irreversible el receptor plaquetario, las plaquetas expuestas al farmaco
permanecen alteradas el resto de su vida. El metabolito activo del Clopidogrel
también inhibe la agregacidon plaquetaria inducida por otros agonistas. Sin

embargo, no inhibe la fosfodiesterasa.
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Figura 2. Mecanismo de accién de Clopidogrel.
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FARMACOCINETICA

El Clopidogrel se administra por via oral. In vitro es inactivo y necesita una
biotransformacién que se realiza en el higado para adquirir su activacion. Se cree
que esta activacion se lleva a cabo por el sistema de isoenzimas perteneciente a
la subfamilia CYP 1A del citocromo P450. El compuesto activo es muy labil y no
ha podido ser identificado, por lo que el perfil farmacocinético corresponde al de
un metabolito primario inactivo, un acido carboxilico que supone aproximadamente

el 85% de los metabolitos circulantes en el plasma.

La absorcion del clopidogrel es del 50% y no es afectada significativamente por los
alimentos. Las concentraciones plasmaticas maximas del metabolito primario se
consiguen 1 hora después de la dosis de 75 mg. Dos horas después de una dosis

oral, ya no son detectables concentraciones plasmaticas del farmaco sin alterar. El
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clopidogrel y su principal metabolito se unen de forma reversible a las proteinas
plasmaticas (98 y 94% respectivamente). Aproximadamente el 50% del clopidogrel
de marcado radioactivamente se elimina en la orina mientras que el 46% lo hace
en las heces a lo largo de un periodo de cinco dias; la semi-vida plasmatica es de
aproximadamente 8 horas. Dos horas después de una unica dosis oral, ya se
observa una inhibicion de la agregacion plaquetaria. Con dosis repetidas de 75 mg
por dia, el maximo de inhibicién de la agregacion plaquetaria se consigue a los 3-7
dias. En condiciones de equilibrio, la agregacion plaquetaria es inhibida en un 40-
60%. La prolongacién del tiempo de hemorragia no es afectada de forma
significativa por la edad, la disfuncion renal o el género. La agregacion plaquetaria
y el tiempo de hemorragia vuelven gradualmente a su nivel basal unos cinco dias

después de la discontinuacion del tratamiento.

ASPIRINA

La aspirina, el ester salicilico del acido acético fue introducida en la clinica
en 1899 siendo utilizada como analgésico, anti-inflamatorio, antipirético y
antitrombdético. Una vez en el organismo, el acido acetilsalicico es hidrolizado a

salicilato que también es activo

Mecanismo de accién

El acido acetilsalicilico interfiere con la sintesis de las prostaglandinas
inhibiendo de forma irreversible la ciclooxigenasa, una de los dos enzimas que
actuan sobre el acido araquidonico. La ciclooxigenasa existe en forma de dos
isoenzimas: la ciclooxigenasa-1 (COX-1) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2). Estas
isoenzimas estan codificadas por genes diferentes, presentes en lugares
diferentes (la COX-1 esta presente sobre todo en el reticulo endoplasmico,
mientras que la COX-2 se encuentra en la membrana nuclear) y tienen funciones
diferentes. La COX-1 se expresa en casi todos los tejidos y es responsable de la

sintesis de prostaglandinas en respuesta a estimulos hormonales, para mantener
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la funcién renal normal, asi como la integridad de la mucosa gastrica y para la

hemostasis. La COX-2 se expresa soélo en el cerebro, los rifiones, los 6rganos

reproductores y algunos tumores. Sin embargo, la COX-2 es inducible en muchas

células como respuesta a algunos mediadores de la inflamacién como son la

interleukina-1, el TNF, los mitdgenos, lipopolisacaridos y radicales libres.

Se ha observado un aumento de la expresion de la COX-2 en adenomas

colorectables asi como en otros canceres.

La aspirina acetila la serina en ambas COX y como casi todos los tejidos producen

eicosanoides, los efectos del farmaco son muy diversos:
Efectos antitrombdticos: La COX-1 de las plaquetas genera el tromboxano
A2, un potente vasoconstrictor y agonista de las plaquetas. Los efectos de
la aspirina sobre la agregacion plaquetaria tienen lugar con dosis mucho
menores que las requeridas para un efecto analgésico o anti-inflamatorio.
La COX-1 de las plaquetas es mas sensible que la COX-1 del endotelio, lo
que explica la necesidad de dosis muy bajas de aspirina para conseguir un
efecto antitrombdtico, o que es deseable en pacientes con enfermedad
coronaria. La inhibicion de la COX-1 plaquetaria ocasiona una disminucion
de la agregacion plaquetaria con un aumento del tiempo de sangrado.
Estos efectos sobre la hemostasia desaparecen a las 36 horas de la
administracion de la ultima dosis. Aunque el acido acetilsalicilico no actua
sobre la agregacion plaquetaria inducida por la trombina (que se produce
cuando se activan las plaquetas como consecuencia de la ruptura de una
placa de ateroma al inicio de un episodio de angina inestable), se
recomienda su administraciéon en pacientes con historia de enfermedad
coronaria y de angina estable. Se cree que los efectos beneficiosos de la
aspirina en la profilaxis del infarto de miocardio se deben a su capacidad
para reducir los niveles de proteina C reactiva. Con dosis muy altas, la
aspirina también ejerce un efecto inhibitorio sobre la hemostasis
dependiente de la vitamina K, con lo que se altera la sintesis de
protrombina resultando una hipoprotrombinemia.

Efectos anti-inflamatorios: Se cree que la actividad anti-inflamatoria del

11
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acido acetil-salicilico se debe a la inhibicion periférica de la accién de la
COX-1 y de la COX-2, aunque la aspirina puede también inhibir la sintesis
de otros mediadores de la inflamacion. Sin embargo, se cree que la
respuesta inflamatoria mas importante esta mediatizada por la COX-2 ya
que esta enzima es inducible por las citocinas. La inhibicién de la COX-2
por la aspirina reduce la sintesis de las prostaglandinas E y F,
prostaglandinas que responsables de la vasodilatacion y la permeabilidad
capilar lo que, a su vez, aumenta la movilidad de fluidos y leucocitos que
son los ocasionables de la inflamacion, enrojecimiento y dolor. El acido
acetil-salicilico no solo disminuye la permeabilidad capilar sino que también
reduce la liberacion de enzimas destructoras de los lisosomas.

.Efectos analgésicos: los efectos analgésicos de la aspirina son, al
parecer, efectos indirectos sobre el sistema nervioso central. Al disminuir la
sintesis de prostaglandinas, la aspirina reduce la percepcion del dolor.
.Efectos antipiréticos: son el resultado de la inhibicidon de la sintesis de
prostaglandinas en el hipotalamo, lo que a su vez induce una vasodilatacion
periférica y sudoracion.

.Efectos antiproliferativos: Aun cuando el acido acetilsalicilico acetila la
COX-2, esta enzima acetilada retiene algo de su capacidad para
metabolizar el acido araquidénico para producir al acido graso 15R-
hydroxieicosatetraenoic (15R-HETE). Se sabe que los hidroxiacidos tienen
efectos antiproliferativos. No se sabe con exactitud si los efectos de la
aspirina reduciendo los niveles de prostaglandinas contribuyen a su
actividad antitumoral.

.Efectos renales: Los salicilatos actuan sobre los tubulos renales afectando
la resorcidn del acido urico. En dosis bajas, de 1-2 g/dia, los salicilatos
inhiben la secrecién activa de acido urico en la orina a través de los tubulos
proximales. En dosis mas altas ((> 5 g/dias), los salicilatos inhiben la
reabsorcion tubular de acido urico, lo que ocasiona un efecto uricosurico. A
dosis intermedias, la aspirina no modifica la eliminacion del acido urico

.Otros efectos: En el tratamiento de la conjuntivitis primaveral, la aspirina
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previene la formacién de prostaglandina D2, un mediador secundario de los
mastocitos y de las condiciones alérgicas.
PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

El acido acetilsalicilico se administra usualmente por via oral, aunque puede

ser administrado por via rectal en forma de supositorios. Se absorbe rapidamente
por el tracto digestivo si bien las concentraciones intragastricas y el pH del jugo
gastrico afectan su absorcion. La aspirina es hidrolizada parcialmente a acido
salicilico durante el primer paso a través del higado y se distribuye ampliamente
por todos los tejidos del organismo.
La aspirina se une poco a las proteinas del plasma, pero debe ser administrada
con precaucion a pacientes tratados con farmacos que se fijan fuertemente a las
proteinas del plasma, como es el caso de los anticoagulantes y antidiabéticos
orales.

Después de la administracion oral y dependiendo de las dosis
administradas se observan salicilatos en plasma a los 5-30 minutos y las
concentraciones maximas se obtienen a los 0.25-2 horas. Las concentraciones
plasmaticas deben de ser de por lo menos 100 pg/ml para obtener un efecto
analgésico y se observan efectos toxicos con concentraciones superiores a 400
pg/ml. La aspirina se metaboliza en un 99% a salicilato y otros metabolitos. La
semi-vida de eliminacion del plasma es de 15 a 20 minutos. Los salicilatos, pero
no la aspirina, experimentan una cinética de Michaelis-Menten (saturable). En
dosis bajas, la eliminacién es de primer orden y la semi-vida permanece constante
con un valor de 2-3 horas; sin embargo, con dosis mas altas, las enzima
responsables del metabolismo se saturan y la semi-vida de eliminacion puede
aumentar a 15-30 horas. Por esta razén, se requieren entre 5 y 7 dias para
alcanzarse unas condiciones de equilibrio ("Steady state")

Los salicilatos y sus metabolitos se eliminan principalmente por via renal, siendo
excretada por la orina la mayor parte de la dosis. Aproximadamente el 75% de la
dosis se encuentra en forma de acido salicilurico, mientras que el 15% esta en
forma de conjugados, sobre todo mono- y diglucurénidos. El 10% restante esta

constituido por salicilato libre. La alcalinizacion de la orina aumenta la eliminacién
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de salicilato, pero no la de otros metabolitos.

TERAPIA DUAL

Estos dos agentes, AAS y Clopidogrel, de un modo independiente son
inhibidores débiles y desarrollan su actividad inhibitoria a través de mecanismos
independientes. La administracion conjunta (terapia dual) consigue una mayor
inhibicion de la activacion plaquetaria. Diversos estudios clinicos han demostrado
la efectividad de esta combinacion en la prevencion de la trombosis del stent
después de una Intervencion Coronaria Percutanea (Steinhubl, JAMA 2002.
Metha, Lancet 2001), reduciendo la incidencia de eventos adversos cardio-
cerebro-vasculares mayores en pacientes con Sindromes Coronarios Agudos, por
lo que es la terapia usada con mayor frecuencia. (Yusuf, N Eng J Med 2002) e
IAMEST (Sabatine, N Eng J Med 2005, Chen Lancet 2005).

Las plaquetas desempenan un papel clave en la aparicion de las complicaciones
tromboticas en pacientes con sindromes coronarios agudos (SCA) o en los
tratados con intervenciones coronarias percutaneas (ICP). En consecuencia, el
cumplimiento del tratamiento antiagregante plaquetario, en especial el de los
antiagregantes plaquetarios orales acido acetilsalicilico y Clopidogrel, constituye

una medida de prevencion secundaria fundamental en esos pacientes.

RESISTENCIA A FARMACOS ANTIPLAQUETARIOS

La respuesta de los pacientes al AAS vy clopidogrel tiene una distribucion normal.
Por tanto, la terapia antiplaquetaria no puede considerarse de una forma
dicotémica (respuesta SI/NO) , sino como una variable continua. De acuerdo a la
curva de distribucion normal seria esperable encontrar =5% de hiper e hipo-
respondedores, como ocurriria con otras drogas. La respuesta variable inter-
individuos al AAS y Clopidogrel es multifactorial y los mecanismos no se han
dilucidado completamente. Estos mecanismos pueden dividirse en factores
farmacocinéticos (falla para alcanzar/mantener niveles adecuados de la droga

activa) o farmacodinamicos (a pesar de niveles adecuados existe una falla en la
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inhibicién de receptores especificos); ademas del entorno clinico, diversos factores
pueden afectar la respuesta al tratamiento antiplaquetario, entre estos destacan
los factores celulares (supresion insuficiente de COX-1, sobre-expresion de RNAm
de COX-2,interacciéon de plaquetas con otras células, aumento de norepinefrina) y
los factores genéticos (polimorfismos del Receptor P2Y12 : Alelo H2, del
Citocromo P450 3A4 (CYP3A4), de glicoproteinas de la membrana plaquetaria,
del factor de von Willebrand, del receptor de la glicoproteina llb/llla o del receptor
de colageno). Otro factor que puede afectar la respuesta a la terapia
antiplaquetaria es la posibilidad de una interaccion droga-droga (los pacientes
cardiopatas reciben multiples drogas en su tratamiento). Por ejemplo, se ha
demostrado inhibicién del Clopidogrel con los inhibidores de la bomba de protones
(Omeprazol) (Gilard M, J Am Coll Cardiol 2008). Todo lo anterior evidencia la
necesidad de monitorear la actividad plaquetaria durante el tratamiento con
agentes antiplaquetarios. Desde el punto de vista bioquimico, la resistencia al
tratamiento se basa en la falla para alcanzar estandares inhibitorios “adecuados”

en pruebas de laboratorio que evaluan la funcién plaquetaria.

Monitoreo de la Terapia antiplaquetaria por el Laboratorio.

Los agentes antitromboticos son empleados en una gran variedad de
situaciones clinicas como las enfermedades cardiovasculares y angioplastias; la
citometria de flujo ha demostrado ser un método eficaz en el seguimiento de
pacientes con este tipo de terapia. Algunos autores han reportado que el uso de
agentes antiplaquetarios reducen la incidencia de eventos cardiovasculares
isquémicos. Otros estudios han encontrado marcadores bioquimicos de activacion
plaquetaria elevados durante los episodios de isquemia cardiaca aguda, lo cual
pudiera ayudar a identificar pacientes que puedan ser beneficiados con una
terapia antiplaquetaria adicional. El efecto de los farmacos ticlopidina y Clopidrogel
pueden ser evaluados mediante la citometria de flujo. Existen otros compuestos
cuya accion esta dirigida contra la integrina GPlIb/llla, de forma tal que bloquean
su enlace al fibrindgeno e impiden la formacion de agregados plaquetarios. Entre

ellos se encuentra el abciximab y el fragmento quimérico c7E3Fab, cuyos efectos
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pueden evaluarse por este método.

3.3 INDICE DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA

Fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP)

Es una proteina que en los humanos es codificada por el gen de la VASP.
La fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP) es un miembro de la
familia de proteinas Ena-VASP. En la region media de la proteina, los miembros
de la familia tienen un dominio rico en prolina que se une dominio SH3 y WW-
proteinas que contienen. Su dominio C-terminal media EVH2 tetramerizacion y se
une tanto a la actina G y F. VASP esta asociada con la formacién de filamentos de
actina y probablemente juega un papel muy extendida en la adhesion celular y la
motilidad.
VASP también pueden estar implicados en las vias de sefalizacién intracelular
que regulan la interaccion de la integrina-matriz extracelular. VASP esta regulado
por los nucledétidos ciclicos quinasas dependientes de PKA y PKG.
Es una prolina-rico sustrato de proteina camp y de GMPc-dependiente de
proteinas quinasas
La fosforilacion de VASP en ser-157causa un cambio de la movilidad en la
electroforesis de SDS de 46 a 50 kDa.

FOSFORILACION DEL VASP INTRAPLAQUETARIO

La fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP) es una fosfoproteina
intracelular que no esta fosforilada en condiciones basales. La fosforilacion de la
fosfoproteina VASP se asocia a la inhibicién del receptor P2y, mientras que la
forma de VASP no fosforilado se asocia al estado activo de este.

El VASP se encuentra acoplado a proteinas G y estas a su vez al adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y fosfatidil inositol 3-cinasa. La prostaglandina E1 es

un activador de la fosforilacion del VASP, a través de la activacion del AMPc
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dependiente de protein cinasas
Por tanto los niveles de fosforilacion y desfosforilacion del VASP reflejan la

inhibicién/activacion del receptor P2y, . (Fig 2)

La fosforilacion de VASP, asociada a la inhibicién del receptor P2y, puede ser
medida facilmente mediante Citometria de Flujo, el cual ha sido usado ex vivo para
probar la eficacia del Clopidogrel en pacientes con enfermedad cardiovascular
isquémica.

A partir de la técnica de fosforilacion de VASP por citometria de flujo, podremos
obtener un indice de reactividad plaquetaria (IRP) porcentual, el cual permitira
ubicar a un individuo de acuerdo a una escala de 1-100% en un buen respondedor

o mal respondedor al tratamiento antiplaquetario con Clopidogrel.

Figura 3. Fosforilacion de VASP e inhibicién plaquetaria inducida por Clopidogrel.
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3.4 LA CITOMETRIA DE FLUJO EN EL ESTUDIO DE LAS PLAQUETAS

Los ensayos de citometria de flujo complementan e incluso pueden
remplazar los estudios convencionales de funcién plaquetaria.
El valor diagnéstico del método ha sido bien establecido en el estudio de defectos
genéticos, de los sindromes protrombaéticos que involucran activacion plaquetaria,
trombopoyesis, terapia antitrombdtica, estudios de trombocitopenias alo y
autoinmunes, asi como la activacion plaquetaria en otras situaciones clinicas
como el infarto agudo de miocardio y la angina inestable. La incorporacion de la
citometria de flujo al estudio de las plaquetas ha tenido una importante
repercusion no solo en el diagndstico, sino también en la fisiopatologia de un

grupo de enfermedades relacionadas con el comportamiento plaquetario.

El citbmetro de flujo. Principio de funcionamiento

En este equipo coinciden tecnologias de vanguardia tales como la
mecanica de fluidos, el laser, la Optica, la electrénica y la informatica, que lo
convierten en un equipo unico tanto desde el punto de vista técnico como
funcional.
A las células que seran examinadas se les acopla un fluorocromo generalmente a
través de un anticuerpo monoclonal que reconoce una estructura especifica en la
célula. Posteriormente, las células son suspendidas en el centro de un flujo de
liquido isoténico que es impulsado a gran velocidad por un orificio estrecho y
deben pasar a través de una fuente luminosa (laser) de forma secuencial. El laser,
al incidir con cada célula, se desvia y este cambio de direccion es registrado por

detectores especiales.

Ventajas y limitaciones de la citometria de flujo
La aplicacion de la citometria de flujo en el estudio de las plaquetas ofrece
grandes ventajas sobre otros métodos de analisis, porque es el unico hasta el

momento que puede medir la extension de la activacion de plaquetas individuales
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y detectar subpoblaciones de plaquetas.

Las plaquetas pueden ser analizadas en su medio fisiologico incluyendo eritrocitos
y leucocitos, los cuales afectan la activacién plaquetaria. La manipulacion minima
de las muestras evita interferencias por activacion in vitro y reduce las posibles
pérdidas de subpoblaciones de plaquetas. Por otra parte, es posible determinar el
estado de activacion de las plaquetas circulantes y las modificaciones especificas
que ocurren en la superficie celular como consecuencia de este proceso. Ademas
pueden ser detectados hasta el 1% del total de plaquetas en la muestra de sangre
y se necesitan pequenas alicuotas de sangre (aproximadamente 2 uL) para
evaluarlas.

. Este método solamente mide la funcién de las plaquetas que circulan, sin
embargo, si las plaquetas activadas son eliminadas rapidamente o estan
adheridas a las paredes de los vasos sanguineos o a los circuitos extracorporales,
puede no existir evidencias de activacion plaquetaria. Ademas, las muestras de
sangre deben ser procesadas en un intervalo de 45 minutos después de la

extraccidn para evitar una posible activacion ex vivo.

Ventajas v Limitaciones del método:

La activacion plaquetaria puede ser estudiada en sangre total.

Minima manipulacién de las muestras -Las muestras deben ser procesadas
después de la extraccion en no mas de 45 minutos

Determinacion de estado de activacion y reactividad de plaquetas circulantes

Elevada sensibilidad para la deteccion de subpoblaciones de plaquetas -Su
aplicacion tiene limitaciones a determinadas situaciones clinicas

Se requieren minimas cantidades de muestras

No se emplean sustancias radioactivas
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Areas de aplicacion de la técnica
El area de aplicacion de esta técnica en el analisis de plaquetas consiste en la
caracterizacion de enfermedades relacionadas con anomalias celulares, el
diagnostico de enfermedades relacionadas con disfuncion plaquetaria, el
control de agentes terapéuticos dirigidos a las plaquetas, conteo celular y su
volumen. Estas 4 vertientes estan basadas en tipos de ensayos diferentes que
se agrupan en reactividad plaquetaria, funcién hemostatica, grado de

maduracion y reaccidn de anticuerpos dirigidos contra plaquetas.

Marcadores de activacion plaquetaria

La molécula de P-selectina es una proteina que se encuentra en la membrana
de los granulos a (alfa) en las plaquetas en reposo. Cuando es desencadenado el
complejo proceso de activacion, los granulos a (alfa) liberan su contenido y su
membrana se fusiona con la membrana celular; de esta forma, esta molécula llega
a convertirse en una proteina que forma parte de la cara externa de la membrana
celular. La cuantificacion de P-selectina se ha convertido en el indicador de
activacion plaquetaria mas ampliamente difundido que se emplea por técnicas de
citometria de flujo, y algunos autores lo utilizan exclusivamente para medir esta

funcion a través del anticuerpo monoclonal antiCD62P.
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Tabla 1. Antigenos plaquetarios cuantificables por citometria de flujo

Anticuer
po Estructura FUNCG
P uncion
monoclo antigénica
nal
CD62P P selectina Activacion plaquetaria
CD41 GPllb Agregacion
CD61 GPllla
GPIlIb/llla de Ambas estructuras conforman el
PAC-1 - -
alta afinidad receptor para el fibrindbgeno

CD42a GPIX Adhesion
CD42b GPIbr

Todas estas subunidades conforman
CDAa2c GPlbr1 el receptor del factor von Willebrand
CD42d GPV
CD36 GPIV Rec':eptor para la trombospondina y el

colageno
CD63 GP53 Proteina lisosomal
CD51 RVNM Cadena a del receptor de vitronectina

Se han utilizado otros marcadores en el estudio de la funcion hemostatica
de las plaquetas como la determinacion de microparticulas (que son vesiculas que
se derivan de la membrana plasmatica de estas células) que expresan
glicoproteinas en su superficie como resultado del proceso de activacion celular.
El método de citometria de flujo es el mas empleado para cuantificar el porcentaje
de microparticulas y es considerado por algunos autores un método util para la

deteccion de actividad plaquetaria in vivo.

Valor diagnoéstico del método
La citometria de flujo como método diagndstico tiene una amplia aplicacién
en las disfunciones plaquetarias primarias o secundarias, debido a su gran

especificidad y sensibilidad.
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Este valor diagnostico ha sido bien establecido en los defectos genéticos,
sindromes protromboéticos que involucran activacion plaquetaria, trombopoyesis,
terapia antitrombdtica, estudios de trombocitopenias alo y autoinmunes vy

activacion plaquetaria en otras situaciones clinicas.

Estudios de activacién plaquetaria en otras situaciones clinicas

Los estudios de citometria de flujo en sangre total han demostrado la existencia de
plaquetas activadas circulantes en la angina inestable y en el infarto agudo del
miocardio. También se ha demostrado que existe un aumento de la reactividad
plaquetaria en pacientes con enfermedad coronaria estable y en la angioplastia
coronaria, incluso, se ha reportado que el analisis de los marcadores de activacion
plaquetaria por citometria de flujo antes de la angioplastia puede ayudar a predecir
si existe un incremento en el riesgo de eventos isquémicos después de este
proceder.

Recientemente fue publicado por Nakamura y colaboradores el empleo del
porcentaje de plaquetas reticuladas para evaluar la cinética plaquetaria en
diferentes categorias clinicas de isquemias cerebrales, y se observé que el
porcentaje de plaquetas reticuladas fue significativamente mayor en las isquemias
cardioembdlicas que en individuos sanos.

Sin embargo, en un estudio comparativo en pacientes con insuficiencia cardiaca
se encontré que el grado de activacién de las plaquetas no tenia relacion con la
presencia de isquemia en los pacientes estudiados y no se observé relacion con la
severidad clinica de la enfermedad.

Se puede concluir que la incorporacion de la citometria de flujo al estudio de las
plaquetas ha permitido la profundizacion en el conocimiento de estas células y en
particular de su funcion, lo que ha tenido una importante repercusion no solo en el
diagnodstico, sino también en la fisiopatologia de un grupo de enfermedades

relacionadas con el comportamiento plaquetario.
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4. JUSTIFICACION

Existe una poblaciéon de pacientes con enfermedad arterial coronaria que
presenta baja respuesta al tratamiento con Clopidogrel, lo cual se ha asociado con
eventos cardio.cerebro vasculares mayores (ECCVM) en lapsos cortos de tiempo
que comprometen la vida del paciente, provocado por un estado de activaciéon
plaquetaria que conllevan a una trombosis. Este problema ha llegado a ser tan

importante que se ha acunado el termino “resistencia” al Clopidogrel.

5. HIPOTESIS

Existe una inhibicion de la actividad plaquetaria al tratamiento con clopidogrel

en pacientes con enfermedad arterial coronaria sometidos a cateterismo cardiaco.
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6. OBJETIVOS

Evaluar la actividad plaquetaria al tratamiento con clopidogrel, en pacientes
con enfermedad arterial coronaria sometidos a cateterismo caridaco a partir de la

técnica de fosforilacion de VASP por citometria de flujo.

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el indice de reactividad plaquetaria en pacientes sometidos a

angioplastia coronaria que llevan tratamiento con clopidogrel

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Evaluar el efecto antiplaquetario del clopidogrel mediante la persistencia de
VASp fosoforilado inducido por PGE1 (prostaglandina E1) a pesar de la adicion de
ADP y evaluar el indice de reactividad plaquetaria (IRP), basal, a las 24 horas al

inicio del tratamiento con dosis de carga de 600mg de Clopidogrel.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1 SITIO DE ESTUDIO

Unidad de Hemodinamia del Hospital General “Dr. Miguel Silva” de la
ciudad de Morelia y Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular de la Divisidon
de Estudios de Posgrado de la Facultad de Medicina “Dr. Ignacio Chavez de la
UMSNH.

CRITERIOS

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con Angiografia que fueran sometidos o no a intervencién coronaria
percutanea (ICP), y que reciban una dosis de carga de 600 mg de Clopidogrel 6 -
10 horas previas.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes con infarto agudo miocardico con elevacion del segmento ST

Pacientes que fueran sometidos a tratamiento con anticoagulantes orales o
antidepresivos.

Pacientes que no aceptaron participar en el proyecto mediante la firma de carta de
consentimiento informado

Pacientes sometidos a tratamiento con omeprazol

Pacientes con alteraciones hepaticas

CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes que decidieron retirarse del estudio

Pacientes cuyas muestras biolégicas no fueron procesadas/almacenadas en las
condiciones idoneas y por lo tanto no aseguraron su calidad biolégica

Pacientes cuyas muestras sanguineas resultaron lipémicas o hemolizadas.
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TOMA DE MUESTRAS

Las muestras se obtuvieron de pacientes con cardiopatia isquémica antes
de la realizacion del intervencionismo coronario (toma basal) por puncion femoral
o radial, desechando los primeros 5 ml para desechar las plaquetas que sufrieron
activacion plaquetaria por el hecho de la puncion, y otra toma de muestra en la
visita de seguimiento a las 24hrs la cual se obtuvo por puncion venosa en el
antebrazo; estas muestras fueron recolectadas en tubos al vacio (sistema

vacutainer) con anticoagulante citrato sédico al 3.2% en relacién 1:9.

Las muestras se procesaron en sangre total (con minima manipulacion para

prevenir la activacion plaquetaria) en un lapso de tiempo no mayor a una hora.

7.2 MATERIAL

Tubos con citrato de Na

Pipetas automaticas de volumen variable, de 100 microlitos, 1000 microlitos,
puntas desechables.

Reactivo PBS con EDTA al 0.009% pH de 7.4

Solucion de lisis

Camara humeda

Citometro

Kit estandarizado de citometria de flujo

PROCEDIMIENTO VASP/P2Y12

RECEPCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

* Recogida de la muestra:

- Se utilizaron tubos de extraccion de plastico hidréfobo (BD Vacutainer, NJ USA).
- Las plaquetas deben conservar totalmente su integridad, es importante evitar
cualquier riesgo de activacion durante la extraccion (agitacion, shock térmico).

- Anticoagulante: citrato sédico 0,109 M (3.2%) (1 volumen de citrato por 9

volumenes de sangre, relaciéon 1:9)
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 Tratamiento de la muestra:

- La muestra fue procesada dentro de las 48 horas siguientes a la extraccion, con
el objeto de preservar la integridad y reactividad de las plaquetas.

- El tubo con la sangre debe estar lleno (4 ml), conservarse a temperatura
ambiente (18 -25° C) y no debe abrirse antes del analisis, para asegurar la
esterilidad de la muestra.

- La prueba se realiza en sangre total con citrato como anticoagulante, esto para
evitar la activacion que pudieran sufrir las plaquetas con la centrifugacion vy
separacion de plasma rico en plaquetas. Lo anterior demuestra una ventaja sobre
otros métodos de estudio, en los cuales es necesaria la centrifugacion vy

separacion de las plaquetas.

PROCEDIMIENTO
Todos los reactivos, como el volumen utilizado es minimo (10 0OI), fueron
dispensados en el fondo de los tubos. Todos los reactivos deben estar a

temperatura ambiente al llevar a cabo el protocolo.

7.3 METODOLOGIA

TECNICA DE FOSFORILACION DEL VASP POR CITOMETRIA DE FLUJO. Para
la evaluacion del estado de fosoforilacion del VASP, se utiliz6 como muestra la
sangre total y un kit estandarizado de citometria de flujo para analisis de
plaquetas. La muestra recolectada previamente en un tubo con citrato de sodio
para la obtencion de sangre total fu incubada en un primer tubo de polipropileno
con prostaglandina E1 (PGE1) y en un segundo y tercer tubo con PGE1 y
adenosin difosfato de sodio (ADP) por 10 minutos con agitacién y fijada con
paraformaldehido, posteriormente las plaquetas fueron permeabilizadas con un
detergente no idnico. Posteriormente se incorporé el anticuerpo monoclonal
primario dirigido contra el VASP, seguido de un anticuerpo secundario anti-VASp
conjugado con isotiocianato de fluoresceina, y finalmente el anticuerpo de

deteccion plaquetaria dirigido contra el CD61 marcado con ficoeritrina (anti-CD 61-
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PE). La duracién total de la preparacion no excedié los 30 minutos. El indice de
reactividad plaquetaria (IRP) fue calculado a través del indice de fluorescencia
media (IMF) de las muestras incubadas con PGE1 y PGE1 + ADP, de acuerdo con

la férmula para la obtencion del indice de reactividad plaquetaria:

FORMULA PARA GENERAR EL INDICE DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA
(IRP)

El IRP se calcula con el valor obtenido del IMF de PGE1, al restar su valor
de IMF generado en el tubo 1(T1) menos el tubo 3 (T3), de la region R2. Este valor
(PGE1) se resta a la IMF de PGE1 + ADP que se identifica en la region R2
restando el valor del tubo 2 (T2) al tubo 3 (T3). De esta sustraccion, el resultado
se divide sobre el IMF de PGE1 y luego multiplicandolo por 100, para generar el
porcentaje del IRP. Con la férmula descrita a continuacién, se obtiene el IRP.
Valores superiores a 69%, indican poca inhibicién de la reactividad plaquetaria.
Valores menores a 69%, indican buena inhibicion de la reactividad plaquetaria
(Siller — Matula J, Lang |, Christ G, et.al. Calcium cannel blockers reduce the
antiplatelet effect of clopidogrel. J am Coll Cardio 2008;52:1557-63).

IMF (PGE1) = IMF (T1) — IMF (T3)
IMF (PGE1+ ADP) = IMF (T2) — IMF (T3)

%IRP= IMF (PGE1) — IMF (PGE1+ADP)/ IMF (PGE1) x 100
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Tabla 2.PREPARACION DE LOS TUBOS Y DE LA MUESTRA

TUBO 1

TUBO 2

TUBO 3

5 ul de reactivo PGEL1l

5 ul de reactivo PGEL +
ADP

5 ul de reactivo
PGE1+ ADP

10 pul de sangre total

10 ul de sangre total

10 ul de sangre total

Homogeneizar durante 1 o 2 segundos en vortex a velocidad lenta.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente

FIJACION

Anadir a los tres tubos 5 0Ol de fijador (formaldehido al 3%)
Homogeneizar en vortex 1 02 segundos en vortex a velocidad lenta.
Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

Tabla 3.PERMEABILIZACION CELULAR E INMUNOMARCAJE

TUBO 1

TUBO 2

TUBO 3

5 pl de reactivo
Anticuerpo monoclonal
anti vasp-p +
permeabilizante

5 ul de reactivo
Anticuerpo monoclonal
anti vasp-p +
permeabilizante

5 ul de reactivo
Control isotépico
negativo +
permeabilizante
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Homogeneizar en vortex
Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

MARCAJE FLUORESCENTE Y DETECCION PLAQUETARIA

Anadir a los tres tubos 5 Ol de anticuerpo secundario policlonal anti-lgG de raton
marcado con FITC.

Homogeneizar en vortex

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente

Anadir a los tres tubos 1 mililitro de diluyente especial para citometria de flujo.

Colocar inmediatamente los tubos a 2-8 °C hasta el momento de la
adquisicién en el citometro

7.4 ANALISIS

ADQUISION DE LAS PLAQUETAS EN EL CITOMETRO DE FLUJO

Las muestras se adquirieron en el citdmetro de flujo FACS Altra (Beckman
Coulter), con el programa Expo 32, previa calibracion del equipo con las perlas
calibradoras (Flow- Check, cat. No., Beckman-Coulter Inc., Fullerton CA. ) que
contienen los fluorocromos FITC, PE, ECD, PC5. La adquisién de las plaquetas se
realizd de acuerdo a sus caracteristicas de dispersion de luz frontal (FSC, tamano)
y de luz lateral (SSC, complejidad), considerando estos parametros en escalas
logaritmicas por el tamafio de las plaquetas (1-3 micras). Para esto se adquirié un
tubo que solamente contenia plaquetas suspendidas en amortiguados de fosfatos
(PBS-EDTA, control celular). Enseguida, se genero la region (R1) en la zona de
las plaquetas, en las cuales se determiné posteriormente la expresion de VASP-
P/CD61 . Luego, se hizo la region R2 en funcion de la expresiéon de VASP-
P/CD61, en la tercera década logaritmica; de aqui se tomd el valor de la
intensidad media de fluorescencia correspondiente a la expresion de VASP-P, es
decir, el parametro estadistico indicativo de la intensidad de fluorescencia media

(IFM) es la media geométrica Mn (Y) (Figura 4 Ay B).
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Figura 4.Formacion de las regiones para la evaluacion de las muestras por medio de la
citometria de flujo. Expresion palquetaria tamafio contra complejidad (A). formacién de la
region R2 a evaluar respecto a la reactividad plaquetaria inhibida por clopidogrel (B).
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8. RESULTADOS

Un total de 31 pacientes fueron incluidos en el presente estudio. De los 31
pacientes 9 eran del sexo femenino (F) (29.03%) y 22 del sexo masculino (M)
(70.96%). De estos, 19(61.29%) eran diabéticos (DM) , 23 (74.19%) de nuestros
pacientes presentaban hipertension arterial (HAS), con antecedentes de
tabaquismo lo presentaron 20 (64.51%), con dislipidemia 23 (74.19%) de los
pacientes, y solo 6 (19.35%) tenian antecedentes familiares de afeccion

cardiovascular en la familia.
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Tabla 4. Caracteristicas demograficas de los pacientes

PACIENTES EDAD SEXO
1 62 F
2 74 M
3 45 M
4 60 M
5 70 F
6 65 F
7 70 M
8 50 M
9 71 M
10 57 M
11 78 M
12 59 M
13 65 M
14 70 M
15 66 M
16 66 M
17 77 M
18 79 F
19 70 M
20 70 F
21 67 M
22 74 F
23 78 M
24 69 F
25 57 M
26 a4 M
27 49 M
28 59 M
29 56 M
30 79 F
31 60 F

33



INDICE DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA EN PACIENTES SOMETIDOS A ANGIOPLASTIA

CORONARIA'Y TRATAMIENTO CON CLOPIDOGREL

Tabla 5. Antecedentes heredofamiliares patologicos

PACIENTES TABAQUISMO ANTECEDENTE FAMILIAR

1
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Tabla 6. indices de reactividad plaquetaria (tomas basal y 24 horas)

PACIENTES IRP BASAL IRP 24HRS.

1 72.72 65.94

2 59.52

3 69.29 30.87

4 92.56

5 58.44 84.24

6 68.2 18.55

7 78.81 56.55

8 18.36 12.66

9 75 78
10 53.33 54.54
11 50.45 41.75
12 38.8 38.63
13 10.38 20.43
14 55.27 8.51
15 16.89 18.8
16 15.33 27.05
17 55.9 35.96
18 14.7 21.6
19 81.35 33.33
20 46.21 87.8
21 47.91 90.36
22 49.62 91.34
23 51.33 39.36
24 53.03 47.5
25 54.74 17.81
26 56.45 23.3
27 58.15 56.45
28 59.86 61.85
29 61.57 27.7
30 63.27 79.29
31 64.98 8.69
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Figura 5. En las siguientes figuras se muestra la expresion de la fosfoproteina estimulada
por vasodilatadores (VASP-P) en plaquetas de pacientes tratados con Clopidogrel.
Mostrando una buena respuesta de inhibicion plaquetaria (Toma Basal).
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FIGURA 5. En la figura A se muestra la region de las plaquetas en base a su
tamano y complejidad celular (tubo control). En las figuras de B,Cy D se
presentan la expresion de CD 61 en el eje de las X y la expresion de VASP-P en el
eje de las Y, mostrando la region R2 en donde se analiza la intensidad media de
fluorescencia de VASP-P.

En la figura B (tubo 1) se observa la expresion de VASP-P estimulado con

prostaglandina E (PGE1)

En la figura (tubo 2) se observa la expresion de VASP-P estimulado con
prostaglandina E (PGE1) y adenosin trifosfato (ADP).

En la figura D (tubo 3) se observa la expresion de el control negativo (control de
isotipos), incubado con prostaglandina E (PGE1) y adenosin trifosfato (ADP).

En la evaluacion de este paciente su indice de reactividad plaquetaria (IRP) en la
toma basal fue de 18.36%,0bservando muy buena inhibicién de la reactividad
plaquetaria, podemos visualizar en la figura B, C y D un gran indice de

fluorescencia
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En la figura E, F y G se muestra la intensidad media de fluorescencia de la
muestra de 24 horas analizada en el citometro de flujo posteriormente a la
evaluacion se obtuvo un IRP de 12.66% observando una mejor inhibicion

plaquetaria (buen respondedor al clopidogrel) a las 24 hrs.
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Figura 6. En las siguientes figuras se muestra la expresion de la fosfoproteina
estimulada por vasodilatadores (VASP-P) en plaquetas de pacientes tratados con

Clopidogrel. Mostrando una mediana inhibicion plaquetaria (Toma Basal).
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Se observan las graficas como se explico en la figura 1. En la evaluacién de este
paciente su indice de reactividad plaquetaria (IRP) en la toma basal fue de
58.44%, observando una mediana inhibicibn de la reactividad plaquetaria,
podemos visualizar en la figura B, C y D un mayor desplazamiento de plaquetas

hacia la derecha pero poca emision de fluorescencia.

En la figura E, F y G se muestra la intensidad media de fluorescencia de la
muestra de 24 horas analizada en el citometro de flujo posteriormente a la
evaluacién se obtuvo un IRP de 84.24% observando una deficiente inhibicion

plaquetaria (mal respondedor al clopidogrel) a las 24 hrs.
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Figura 7. En las siguientes figuras se muestra la expresion de la fosfoproteina
estimulada por vasodilatadores (VASP-P) en plaquetas de pacientes tratados con

Clopidogrel. Mostrando una muy deficiente inhibicién plaquetaria (Toma Basal)
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Se observan las graficas como se explico en la figura 1. En la evaluacién de este
paciente su indice de reactividad plaquetaria (IRP) en la toma basal fue de 75%,
observando wuna deficiente inhibicion de la reactividad plaquetaria (mal
respondedor al clopidogrel), podemos visualizar en la figura B, C y D un mayor
desplazamiento de plaquetas (mayor cantidad) hacia la derecha pero poca

emision de fluorescencia.

En la figura E, F y G se muestra la intensidad media de fluorescencia de la
muestra de 24 horas analizada en el citometro de flujo posteriormente a la
evaluacién se obtuvo un IRP de 78% observando una deficiente inhibicion

plaquetaria (mal respondedor al clopidogrel) a las 24 hrs.
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Respecto al indice de Reactividad Plaquetaria (IRP) encontrado, 6 pacientes
(19.35%) presentaron un IRP 269% (media IRP= 78.28%), el cual se identificé en
la toma basal, 6-8 horas después de la administracion del bolo de 300-600 mg de
CLopidogrel y se conservo en la toma de 24 horas posterior a la administracion del
medicamento (85.17%). 25 pacientes (80.64%) presentaron una significativa
inhibicion de la reactividad plaquetaria, mostrando una media de IRP de 47.31%en

la toma basal, dato que se conservoé a las 24 horas (media 33.38%).
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9. DISCUSION

La activacion y agregacion plaquetaria desempefian un papel importante en la
patogénesis de la trombosis arterial, lo cual conduce a sindrome coronario agudo
y a complicaciones trombadticas durante y después de intervenciones coronarias
percutaneas, de ahi que el acido acetil salicilico sea uno de los agentes
antiplaquetarios mas empleados.

Estudios clinicos demuestran su eficacia tanto en prevencion primaria como en
secundaria de infarto del miocardio, accidente cerebrovascular y muerte
cardiovascular. A pesar de sus probados beneficios, el riesgo relativo de eventos
vasculares recurrentes entre los pacientes que lo toman permanece relativamente
alto, y se estima en 8% a 18% después de dos anos. La resistencia terapéutica al
acido acetil salicilico podria explicar en parte este riesgo. Aunque aun no se
establecen los criterios de diagndstico formal y un sistema valido de medicion, la
resistencia al acido acetil salicilico puede afectar entre 5% a 45% de la poblacién.
Dada la prevalencia de la enfermedad cardiovascular, el impacto potencial de la
resistencia a este medicamento es amplio.

Otra clase de agentes que actuan mediante el bloqueo de la agregacion
plaquetaria son los derivados tienopiridinicos, que incluyen el Clopidogrel.
El acido acetil salicilico y el Clopidogrel, se convirtieron en la terapia de eleccion
en pacientes que seran sometidos a intervencion coronaria con stent. Sin
embargo, existe una considerable heterogeneidad a la respuesta individual de los

pacientes expuestos a la terapia dual con estos farmacos.

La resistencia al acido acetil salicilico y al clopidogrel surge como entidad
clinica con consecuencias potencialmente severas, como infarto del miocardio
recurrente, accidente cerebrovascular y muerte (6). El mecanismo de resistencia a
estos medicamentos es indefinido, pero existen factores clinicos, celulares vy
genéticos que influyen en la falla terapéutica . Si se entienden los mecanismos

relacionados con la falla terapéutica y si se
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mejoran los métodos diagnosticos, puede emerger una nueva era de terapia
antiplaquetaria individualizada, con mediciones rutinarias de la actividad
plaquetaria en la misma forma que las mediciones de colesterol, tension arterial o

glucosa en sangre, con el objetivo de mejorar el cuidado de millones de pacientes.

En su sentido mas amplio, la resistencia clinica al acido acetil salicilico se
refiere a pacientes que presentan eventos isquémicos a pesar de recibirlo. Desde
el punto de vista del laboratorio, se refiere a quienes no logran un adecuado grado
de inhibicién plaquetaria con el medicamento. Otros autores la definen como la
imposibilidad del acido acetil salicilico en reducir la produccion de tromboxano A2

y, por ende, la agregacion y activacion plaquetaria.

RESISTENCIA AL CLOPIDOGREL

El concepto de resistencia al clopidogrel emergio en la literatura médica con
el fin de reflejar la falla de la inhibicion plaquetaria in vitro, aunque su definicion
aun no se establece. Se propone que el término resistencia incluya a aquellos en
quienes el clopidogrel no alcanza su efecto farmacoldgico, y la falla de la terapia
se refleje en pacientes que cursan con eventos isquémicos recurrentes . La
prevalencia de pacientes que no responden al clopidogrel se estima entre 4% a

30%, 24 horas después de su administracion.

En la mayoria de los estudios de investigacion en México o en
Latinoamérica respecto a la resistencia de antiplaquetarios, la evaluacion de la
funcién plaquetaria se ha llevado a cabo por medicién in vitro, en la mayoria de los
casos, mediante agregometria por transmisién de luz. Aunque este método es el
mas utilizado, posee algunas desventajas como reproducibilidad limitada y
complejidad en la preparacion de la muestra. La técnica de la citometria de flujo no
es muy recurrente en este tipo de estudios y existe poca bibliografia sobre la

evaluacion de la reactividad plaquetaria

47



INDICE DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA EN PACIENTES SOMETIDOS A ANGIOPLASTIA
CORONARIA'Y TRATAMIENTO CON CLOPIDOGREL

En el presente estudio, se utilizé la técnica de fosforilacion de VASP/P2Y ¢,
con el fin de obtener el indice de Reactividad Plaquetaria (IRP) el cual permitiera
la monitorizacion de la actividad plaquetaria en estos pacientes. Asi el VASP se
convierte en nuestra técnica de eleccion por citometria de flujo una técnica
multiparamétrica muy util para la evaluacion funcional en células individuales ha
proporcionado en los ultimos afios multiples métodos, basados en la bioquimica
celular y que han permitido revelar cambios mas precoces en el estado de
activacion plaquetaria que los revelados por meétodos clasicos, como el de
agregacion; se sugiere que el ensayo de la fosforilacion de la fosfoproteina
estimulada por vasodilatadores VASP es considerada una buena prueba para
evaluar la eficacia del tratamiento con Clopidogrel, ademas destacan la ventaja de
utilizar en la técnica la sangre total como muestra, obteniendo resultados
confiables, que colocan a esta prueba en el concepto de muy conveniente para
estudios clinicos

Los estudios de citometria de flujo en sangre total han demostrado la
existencia de plaquetas activadas circulantes en la angina inestable y en el infarto
agudo del miocardio. También se ha demostrado que existe un aumento de la
reactividad plaquetaria en pacientes con enfermedad coronaria estable y en la
angioplastia coronaria, incluso, se ha reportado que el analisis de los marcadores
de activacion plaquetaria por citometria de flujo antes de la angioplastia puede
ayudar a predecir un incremento en el riesgo de eventos isquémicos después de

este proceso.

Tomando en cuenta los valores de punto de corte reportados en la literatura
el que cuenta con mayor aceptacion es el propuesto por el grupo de Siller Matula
(Siller-Matula J, Lang |, Christ g, et.al. Calcium channel blockers reduce the
antiplatelet effect of clopidogrel J am Coll Cardiol 2008;52:1557-63) en el afo
2008, ya que permite identificar claramente a los pacientes con resistencia a
Clopidogrel. Al término del presente estudio, 6 pacientes (19.35%) presentaron un
indice de reactividad plaquetaria mayor al 69%, tanto en toma basal como en la

toma de 24 horas, lo cual los identifica como bajos respondedores al tratamiento
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con Clopidogrel, o resistentes a tratamiento con Clopidogre, mientras que 25
pacieentes ( 80.64 %) fueron buenos respondedores al tratamiento con
Clopidogrel presentando una significativa inhibicion de la reactividad plaquetaria.
Estos resultados concuerdan con lo reportado en la literatura internacional, en la
cual se ha identificado una prevalencia del 3 al 20% de la poblacion que presenta
resistencia al Clopidogrel. Con base en lo anterior, podemos concluir que la
poblacion estudiada presenta una prevalencia de Resistencia a terapia con
Clopidogrel similar a la reportada en otras poblaciones. El presente estudio es el
primero realizado en poblacion Mexicana en el cual se identifica Resistencia a

Clopidogrel mediante ensayo de VASP fosforilado por citometria de Flujo.
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10.CONCLUSIONES

Se identificd una prevalencia de 19. 35% de Baja Respuesta a Clopidogrel.
Esto coincide con lo reportado en la literatura para otras poblaciones. El presente
estudio representa el primer ensayo clinico realizado en poblacién Mexicana en el
cual se identifica Resistencia a Clopidogrel mediante ensayo de VASP fosforilado

por citometria de Flujo.
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