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RESUMEN

Introduccion: El volumen plaquetario medio (VPM) es el significado geométrico
del volumen plaquetario en un sistema tecnolégico de impedancia. Es un indicador
de la activacion plaguetaria y se ha reportado que aumenta en el infarto agudo de

miocardio y los sindromes coronarios agudos.

Objetivo: Investigar el volumen plaquetario medio como factor de riesgo

cardiovascular en pacientes con diabetes mellitus.

Material y métodos: Estudio transversal comparativo. A 180 pacientes se les
realizo historia clinica completa y se les colect6 12 ml de sangre venosa para
realizar glucosa sérica, perfil de lipidos (colesterol total, triglicéridos, Lipoproteinas
de alta, baja y muy baja densidad), lipidos totales, indice aterogenico y biometria
hematica. Se les calcul6 el riesgo cardiovascular mediante ATPIII. A los pacientes
se les dividi6 en 2 grupos: grupo control (pacientes no diabéticos) y grupo
problema (grupo DM). El analisis de los datos se realiz6 en el paquete estadistico

SPSS versiéon 18.0.

Resultados: El grupo DM tuvo edad mayor que el grupo control (Grupo DM: 56.3
+11.97 vs Grupo control 47.99 +19.44; P=0.001) En el Grupo DM el 100% de los
pacientes tuvieron una circunferencia de cintura elevada y en el grupo control el
83.3%. ElI VPM fue mas alto y estadisticamente significativo en el Grupo DM (9.63
+ 1.03 fL) en comparacion con el grupo control (9.01 + 0.90 fL). Se encontré una
frecuencia de VPM alto (= 10 fL) en el Grupo DM de 12.8% y en el Grupo control

de 16.1%. Se encontré una mayor frecuencia de riesgo cardiovascular elevado en



el grupo DM 12.4% vs Grupo control 10.5%. No se encontrd la asociacion de
riesgo del VPM con la variable riesgo cardiovascular en el Grupo DM (RR: 0.453
IC95%: 0.148-1.391. X2 2.272, P=0.167) ni en el Grupo control (RR: 0.862 1C95%:

0.318-2.336. X2 0.088, P=0.767).

Conclusiones: ElI VPM no se encontré ser un factor de riesgo cardiovascular en
los pacientes en estudio. La frecuencia de riesgo cardiovascular y el VPM por
arriba de 10 fL fue en el Grupo con DM del 9.1% y en el grupo control de 11.9%.
Se encontré un incremento del VPM en aquellos pacientes con DM con los
factores de riesgo obesidad, hipertension arterial y glucosa. Se requieren de mas
estudios longitudinales donde se les del seguimiento a estos pacientes para poder
asociar de manera mas fidedigna el VPM como factor de riesgo para el desarrollo

de enfermedad cardiovascular.

Palabras clave: Plaqueta, Volumen plaquetario medio, Diabetes mellitus,

hipertension arterial, Riesgo cardiovascular.
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ABSTRACT

Introduction: The mean platelet volumen (MPV) is the geometric meaning of
platelet volume in a technological system impedance. It is an indicator of the
platelet activation and it has been reported that increases in the acute myocardial

infarction and acute coronary syndromes.

Objective: To investigate if the mean platelet volume as a cardiovascular risk

factor in patients with diabetes mellitus.

Material and Methods: Comparative cross-sectional study. To 180 patients were
performed a complete history and they collected 12 ml of venous blood to perform
serum glucose, lipid profile (total cholesterol, triglycerides, Lipoproteins high, low
and very low density), total lipids. They calculated the cardiovascular risk by
ATPIII. Patients were divided into 2 groups: a control group (non-diabetic patients)
and group problem (DM group). The analysis of the data was performed in the

statistical package SPSS version 18.0.

Results: The group DM was older than the control group (Group DM: 56.3 + 11.97
vs control group 47.99 £19.44; p=0.001) in the Group DM 100 per cent of the
patients had a large waist circumference and in the control group the 83.3%. The
MPV was higher and statistically significant in the Group DM (9.63 + 1.03 fL)
compared with the control group (9.01 £ 0.90 fL). It was found a frequency of MPV
high (= 10 fL) in the Group DM 12.8% and in the control group of 16.1%. It was
found a greater frequency of high cardiovascular risk in the group DM 12.4% vs

control group 10.5%. Was not found the association of risk of MPV with the

Vil



variable cardiovascular risk in the DM group (RR 0.453 CI95%: 0.148-1.391. X?
2,272, P=0.167) nor in the control group (RR 0.862 CI195%: 0.318-2.336. X* 0.088,

P=0.767).

Conclusions: The MPV was not found to be a factor of cardiovascular risk in the
patients under study. The frequency of cardiovascular risk and the MPV above 10
fL was in the group with DM of 9.1% and in the control group of 11.9%. It was
found an increase of the MPV in those patients with DM with the risk factors
obesity, high blood pressure and glucose. They require more longitudinal studies
where they were on the follow up to these patients to be able to associate of most
reliable way the MPV as a risk factor for the development of cardiovascular

disease.

Key words: Platelet, Mean Platelet Volume, diabetes mellitus, arterial

hypertension, cardiovascular risk.
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ABREVIATURAS

)Y —— e Diabetes Mellitus

WV PM oo Volumen Plaquetario Medio
COL mmmmmmmmmnmee- mmmmmmmmmmmemeeeeeeeee Colesterol total

TG —rmmmmmmmm e Triglicéridos

| Lipoproteina de alta densidad
I Lipoproteina de baja densidad
L — Lipoproteina de muy baja densidad
8 Hipertension Arterial
1 —— indice de Masa Corporal

CC  ommmmm oo Circunferencia de Cintura
N — Presion Arterial Sist6lica

PAD S— T — Presion Arterial Diastdlica




GLOSARIO

Plagueta: Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos anucleados que se
producen como consecuencia de la ruptura de los megacariocitos de la médula
0sea, las cuales son células extraordinariamente grandes (20 mm de diametro),
con un nucleo altamente poliploide y un citoplasma subdividido por capas de

membranas onduladas.

Volumen plaquetario medio: Es el significado geométrico del volumen
plaguetario en un sistema tecnolégico de impedancia, es medido por

contadores celulares automatizados con base en impedancia y efecto Optico.

Diabetes mellitus: Es una alteracion metabdlica de etiologia multiple
caracterizada por hiperglucemia cronica con alteraciones en el metabolismo de los
hidratos de carbono, los lipidos y las proteinas, con una secuencia de defectos en

la secrecidn o la accion de la insulina, o una combinacién de ambas.

Riesgo cardiovascular: Se define como la probabilidad de desarrollar una
enfermedad cardiovascular (enfermedad coronaria, ataque cerebro vascular o

arteriopatia periférica) en un periodo de tiempo de diez afios.



INTRODUCCION

El VPM es el significado geométrico del volumen plaquetario en un sistema
tecnolégico de impedancia, es medido por contadores celulares
automatizados con base en impedancia y efecto O6ptico, pudiéndose
modificar con el anticoagulante &cido etilaminotetracetico (EDTA), la
temperatura, el tiempo de almacenamiento de la muestra y su lectura
idealmente en la primera hora después de tomar la muestra, de preferencia
durante los primeros 30 minutos después de la extraccion. EI VPM mide el
volumen plaquetario, el cual estd en relacién directa con su tamafo. Se

mide en fentolitros (fL) y su valor normal es de 7.5 a 10 fL.

Actualmente, se reconoce al volumen plaquetario medio como un marcador
de riesgo util para la prediccion de tromboembolismo pulmonar y otros tipos
de trombosis; de forma independiente con lo antes mencionado, el volumen
plaquetario medio también puede estar elevado en los pacientes con
consumo de tabaco, obesidad, hipertensién arterial sistémica, diabetes mellitus e

hiperlipidemia.

La DM es una alteracibn metabodlica de etiologia multiple caracterizada por
hiperglucemia cronica con alteraciones en el metabolismo de los hidratos de
carbono, los lipidos y las proteinas, con una secuencia de defectos en la secrecion
o la accién de la insulina, o0 una combinacion de ambas (39). La diabetes de tipo 1
(DM1) se debe a la ausencia practicamente completa de produccidn pancreatica
de insulina enddgena, mientras que en la diabetes tipo 2 (DM2) el aumento de

glucosa en sangre se debe a una combinacion de factores como la predisposicion
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genética, una dieta poco saludable, la inactividad fisica y el aumento de peso con
distribucion central, que producen complejos procesos fisiopatologicos. La DM se
asocia con el desarrollo de dafios organicos especificos a largo plazo producidos
por la enfermedad microvascular (complicaciones diabéticas). Los pacientes con
diabetes también presentan un alto riesgo de enfermedad cardiovascular, cerebro
vascular y periférica. Las concentraciones de glucosa en sangre se mantienen

normalmente en un rango muy estrecho, usualmente entre 70 y 120 mg/dl.

El riesgo cardiovascular se define como la probabilidad de desarrollar una
enfermedad cardiovascular (enfermedad coronaria, ataque cerebro vascular o
arteriopatia periférica) en un periodo de tiempo de diez afios. La valoracion del
riesgo cardiovascular permite conocer aquellos grupos en los que se deben
incrementar las actividades de prevenciéon y las intervenciones farmacolégicas y
no farmacologicas dirigidas a disminuir la morbimortalidad por enfermedad
cardiovascular. La hipertension arterial, la hipercolesterolemia y el tabaquismo son
los tres factores de riesgo cardiovascular modificables de mayor relevancia. La
diabetes, el sedentarismo, la obesidad o el sobrepeso y el consumo excesivo de
alcohol son otros factores que se consideran como modificables o controlables (s0).
La hipertensién arterial es un factor de riesgo para enfermedad coronaria,

insuficiencia cardiaca, enfermedad cerebro vascular e insuficiencia renal ().
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|. ANTECEDENTES

|.1 Origen del megacariocito

El origen de las plaguetas a partir de los megacariocitos se conoce desde 1906(1)
pero el proceso de la produccion plaquetaria (denominado trombopoyesis o
trombocitopoyesis) continta siendo enigmatico. Los megacariocitos son células de
la medula 6sea muy grandes, poliploides cuya baja prevalencia ha hecho que su
investigacion sea dificil. Durante las ultimas dos décadas, la clonacion in vitro de
los progenitores megacariociticos, la produccién de anticuerpos monoclonales que
identifican especificamente a los megacariocitos y sus constituyentes, y las
nuevas técnicas moleculares ha avanzado el conocimiento sobre la biologia del

megacariocito.

Los megacariocitos normalmente representan aproximadamente el 0.05% al 0.1%
de todas las células nucleadas de la medula 6sea humana, pero su namero
aumenta a medida que aumenta la demanda de plaquetas. A diferencia del
eritrocito con unos diametros de 20 um a 25 um y voliumenes de 4.700 fL = 100
fL. Algunos de los megacariocitos mas grandes pueden tener diametros de 50 um
a 60 um y volumenes de 65.000 fL a 100.000 fL (2. Estas células Unicas son

poliploides y contienen granulos y proteinas especificas de la plaqueta.

Los megacariocitos maduros son invariablemente poliploides y contienen de 2
(4N) a 32 (64N) veces la cantidad normal diploide de ADN (3.4), los megacariocitos
humanos tienen una ploidia normal de 16N. A diferencia del pequefio porcentaje

de hepatocitos y macrofagos que tienen de 2 a 4 veces el contenido diploide
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normal de ADN y cuyo ADN esta contenido en multiples ndcleos separados, todo
el DNA de los megacariocitos esta contenido en una envoltura nuclear altamente
lobulada, donde cada l6bulo nuclear representa una cantidad diploide (2N) de
DNA. En general hay una relacion en la ploidia y el aumento del tamafio del
megacariocito, pero dado el tiempo necesario para que el citoplasma del

megacariocito madure, no todos los megacariocitos pequefios son de baja ploidia.

Los megacariocitos grandes, maduros y poliploides son facilmente identificados
mediante microscopia de luz, y con frecuencia se localizan junto a los sinusoides
de la medula 6sea (s). Ocasionalmente pueden incluso verse liberando plaguetas
@6). Junto con los megacariocitos maduros, pueden identificarse otros estados
madurativos mas precoces de los megacariocitos (7) utilizando un esquema de
maduracién basado en la relacion nucleo/citoplasma, forma nuclear, baséfila y
granulacion (s). Estos megacariocitos precoces con frecuencia estan distantes del

sinusoide.

También existen células pequefias en la medula ésea diploides, progenitoras del
megacariocito denominadas promegacarioblasto, que son células transicionales
comprometidas en el proceso de endomitosis pero aun no poliploides (9,10). En
humanos estas células tienen el tamafio y morfologia de los linfocitos (Tabla 1), y

expresan GPIllb en su membrana y fvW o FP4 en su citoplasma (11, 12,13).
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Tabla 1. Estadios morfolégicos del megacariocito.

Término Tamafio | Morfologia

Megacarioblasto >15 Nucleo lobulado, citoplasma baséfilo

(estadio I)

Megacariocito Nucleo con forma de herradura, citoplasma basofilo, granulos
basofilo

(estadio Il) >20 azurofilos alrededor del centrosoma.

Megacariocito Nucleo grande multilobulado, citoplasma acidofilo, nimeros
granular

(estadio Ill) >25-30 | granulos azurofilos.

Megacariocito Nucleo picnotico, grupos de 10-12 granulos azurofilos
maduro

(estadio IV) >25-50

Tomada de la bibliografia 8

Como todas las otras células los megacariocitos derivan de la célula madre
pluripotente. Los pasos celulares por los que la célula madre pasa para convertirse
en megacariocito se han definido en estudios de colonias in vitro, e incluyen los
progenitores iniciales que tienen la capacidad de producir colonias constituidas por
células de varias lineas como células formadoras de colonias granulociticas,
eritroides, macrofagicas, megacariociticas (CFC-GEMM o CFC-MIX) vy los
progenitores tardios comprometidos solo con la diferenciacibn megacariocitica

(14,15).

Aunque la mayoria de las células CD34+/CD38- expresan el receptor de la
trombopoyetina, C-MPL, en su superficie (16, pocas expresan otros antigenos
megacariociticos. Estas células finalmente dan lugar a progenitores
multipotenciales como la CFC-GEMM, y probablemente a los progenitores
comprometidos con la diferenciacion eritroide, megacariocitica y mastocitaria.

15



En un momento determinado, el proceso de diferenciacion produce células
precursoras comprometidas solo en la diferenciacibn megacariocitica. La
transicion entre los progenitores multipotentes y los progenitores con restriccion
megacariocitica puede implicar al oncogén c-mpl, que esta considerablemente
expresado en la lineas celulares megacariociticas y el las células progenitoras 7).
Se ha comunicado que la inhibicion de la funcion in vitro de c-mpl disminuye la
diferenciacion de los progenitores primitivos @s). Se ha concebido un sistema de
clasificacion jerarquica de los progenitores megacariociticos basado en las
caracteristicas proliferativas en cultivo, la expresion de antigenos de membrana y

las propiedades fisicas (19,20).

Los progenitores mas inmaduros tienen una mayor capacidad para proliferar, la
cual disminuye a medida que el progenitor se diferencia (1. El progenitor
comprometido mas precoz definible, la célula formadora de descargas
megacariociticas (CFB-Meg) @9) produce grupos de megacariocitos (100 células o
mas), esta completamente expresado a los 21 dias tras el inicio del cultivo, es
resistente al tratamiento con 5-fluoracilo (5-FU), expresa el marcador de célula

madre hematopoyética CD34 y es HLA- DR negativa. (21,22)

Un progenitor posterior, la célula formadora de colonias megacariociticas (CFC-
Meg) (23.24) da lugar a colonias compuestas por pocos megacariocitos, se expresa
a los 12 dias de cultivo, es sensible al 5-FU, expresa los antigenos de membrana
GPlIb/llla 25,26y y HLA-DR (21) y entra en mitosis (27). El antigeno CD34 disminuye
progresivamente con el aumento en la maduracion de los progenitores y se pierde

en el megacariocito inmaduro poliploide (2s).
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Finalmente la CFC-Meg finaliza la mitosis y entra en endomitosis, en la que se
producen precursores poliploides con escaso citoplasma. Al finaliza la
endomitosis, los megacariocitos inmaduros desarrollan un citoplasma maduro,
llegan a ser morfolégicamente identificables y finalmente liberan plaguetas.
Globalmente, se requieren aproximadamente de 5 a 7 dias para progresar desde
las CFC-Meg hasta la plagueta. Los megacariocitos morfolégicamente

identificables rara vez se dividen.

Célula madre
plurpotencial

CELULA MADRE

-©-©-@-@®

Célula madre mialioide

CFU-GEMM

PROGENITOR

CFU-MEG

{ @ Magacanotiasto
g
3
o e
- 1 % \ Magacarocto
e/
hy ]
o
A AT
L N . " S v gl Plagquets
Plaquetas oA %%\ k) '\,\ .\g,\%g 2= s e
P ok 2
B W o

Figura 1. Origen y desarrollo de los megacariocitos. La célula madre pluripotencial produce una
célula progenitora comprometida en la diferenciacion megacariocitica CFC-meg que puede entrar
en mitosis. Finalmente la CFC-Meg finaliza la mitosis y entra en endomitosis durante la cual ni el
citoplasma ni el ndcleo se dividen pero la replicacion de DNA continua y da lugar a células
precursoras inmaduras poliploides. Con la finalizacion de la endomitosis, las células progenitoras
inmaduras se convierten en megacariocitos maduros, grandes. Morfolégicamente identificables que
liberan plaquetas.

Figura tomada de la bibliografia 59
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|.2 Trombopoyetina

El principal regulador de la produccion de plaquetas, la trombopoyetina, tiene un
efecto importante en casi todos los pasos de diferenciacion y maduracion del
megacariocito. Promueve el crecimiento de la CFC-Meg, aumenta
considerablemente el indice de endomitosis, y estimula la maduracion del
megacariocito. La trombopoyetina se produce principalmente en las células del
parénquima hepatico, mientras que cantidades mas pequefias son producidas en
el rindn.

La trombopoyetina se sintetiza como una proteina precursora de 353 aminoacidos
con un peso molecular de 36kDa (29, 30,31). Tras la eliminacion del péptido sefal de
21 aminoécidos, los 332 aminoacidos restantes son sometidos a una glicosilacion
para producir una glucoproteina de 80kDa a 90kDa. La glicoproteina es liberada
después de la circulacién sin un aparente almacenamiento intracelular en el

higado o rifion.

La trombopoyetina es un factor de crecimiento hematopoyético sirve para
amplificar el indice de produccién basal de megacariocitos y plaquetas. Cuando la
trombopoyetina o su receptor son bloqueados por una recombinacion homologa
en ratones, la masa de megacariocitos y plaquetas disminuye hasta
aproximadamente un 10% de lo normal. En animales en los que solo se ha
delecionado uno de los genes de la trombopoyetina pueden aumentar su recuento

de plaquetas
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|.3 Plaquetas

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos anucleados que se producen como
consecuencia de la ruptura de los megacariocitos de la médula ésea, las cuales
son células extraordinariamente grandes (20 mm de diametro), con un nucleo
altamente poliploide y un citoplasma subdividido por capas de membranas
onduladas. Se forman a partir de vesiculas que se desprenden en grandes
cantidades de las membranas externas de los megacariocitos. Circulan en la
sangre en forma de disco biconvexo (discocitos) de aproximadamente 3 mm? de
diametro, 4 — 7 mm? de volumen y 10 pg de peso. Poseen carga eléctrica negativa
en su superficie. Su concentracion normal en la sangre es de 150 a 350 x 106 /mL
y su tiempo de vida media en sangre es de 7 a 10 dias. Junto a los eritrocitos y
leucocitos constituyen los elementos formes de la sangre (32,33). Poseen algunos

elementos comunes a otras células y otros que las distinguen y caracterizan.

Las plaquetas se caracterizan por un consumo muy extenso de oxigeno, es 6
veces mas rapido que en las células musculares en reposo Incorporan a su interior
(por un mecanismo independiente de energia) fragmentos de membrana que
contienen GPlIb/llla y también fibrindgeno, y (por un mecanismo dependiente de
energia), fragmentos de membrana que contienen GPlb, esto permite la
regeneracion de los receptores de membrana (3). Estas células concentran la
mayoria de la serotonina de la sangre la cual toman unida a calcio mediante
transporte activo (4. También toman del plasma ligandos como fibrindgeno,

colageno, fibronectina y aminas biogenas (33).
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Cada megacariocito produce una media de 1,000 a 3,000 plaquetas y se ha
estimado que se producen de 35,000 a 40,000 plaquetas por microlitro de sangre
al dia. Durante los momentos de marcada demanda plaquetaria, la produccién
normal puede aumentar seis veces. En las extensiones de sangre anti coagulada
realizadas con el potente agente quelante, el acido etilendiaminotetraacetico
(EDTA), y tefiidos con la tincibn de Wright. Las plaquetas aparecen como
pequefios corpusculos gris azulado, ovalado o redondo, con varios granulos
purpuras, el diametro medio de las plaquetas varia en los diferentes individuos,
oscilando desde alrededor de 1.5 a 3 um aproximadamente, de un tercio a un
cuarto del de los eritrocitos. También hay una variabilidad considerablemente en el
tamafio de la plaqueta de un mismo individuo, con plaquetas ocasionales en
muestras de sangre normal que tienen didmetros mayores de la mitad del
diametro de los eritrocitos. Globalmente, el tamafio plaquetario parece seguir una
distribucién logaritmica normal. Cuando se utiliza sangre no anti coagulada para
preparar las extensiones, las plaquetas experimentan una activacion variable y se
expande, y por eso se observan con frecuencia agregados plaquetarios; las
plaguetas de estas muestras pueden presentar tres o cuatro proyecciones muy
largas y finas que se extienden desde el cuerpo de la plaqueta (filopodos), y

algunas plaquetas puede estar desprovistas de granulos.
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|.4 Volumen plaquetario medio (VPM)

En la biometria hematica se reportan dos parametros fundamentales
relacionados con las plaguetas, su cuenta total y el volumen plaquetario

medio (VPM); de estos, el primero es el mas utilizado y facil de interpretar.

El VPM es el significado geométrico del volumen plaquetario en un sistema
tecnolégico de impedancia, es medido por contadores celulares
automatizados con base en impedancia y efecto Optico, pudiéndose
modificar con el anticoagulante &cido etilaminotetracetico (EDTA), la
temperatura, el tiempo de almacenamiento de la muestra y su lectura
idealmente en la primera hora después de tomar la muestra, de preferencia
durante los primeros 30 minutos después de la extraccidbn. En muestras anti
coaguladas con EDTA, la evaluacion del VPM posterior a la hora incrementa
en 9% debido a edema plaquetario. En muestras con citrato de sodio como
anticoagulante no se observa esta modificacion. EI VPM mide el volumen
plaguetario, el cual esta en relacion directa con su tamafio. Se mide en

fentolitros (fL) y su valor normal es de 7.5 a 10 fL.

Existe una relacion inversa entre el nimero de plaquetas y el VPM. De
esta manera, en trombocitopenia el VPM estd elevado y en trombocitosis

esta disminuido.

Tipicamente, el volumen plaquetario medio se utillizaba como auxiliar
diagnéstico en macrotrombocitopenias congénitas poco comunes y COmMo

parte del abordaje de trombocitopenias periféricas autoinmunes.
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Actualmente, se reconoce al volumen plaguetario medio como un marcador
de riesgo util para la prediccion de trombo embolismo pulmonar y otros tipos
de trombosis; de forma independiente con lo antes mencionado, el volumen
plaquetario medio también puede estar elevado en los pacientes con
consumo de tabaco, obesidad, hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus e
hiperlipidemia. La elevacion del volumen plaguetario medio se asocia con otros
marcadores de actividad plaquetaria, incluyendo el incremento en la agregacion
plaquetaria, aumento en la sintesis del tromboxano, liberacion de B-
tromboglobulina y aumento en la expresion y adhesién de moléculas. Un volumen
plaquetario medio elevado al ingreso del paciente con un evento trombdético
agudo, asi como su elevacién en los dias posteriores (los valores maximos de
volumen plaquetario medio alcanzan sus valores al sexto dia a partir del suceso
cardiovascular), estd asociado con aumento en la mortalidad posterior a un infarto
agudo de miocardio y a reestenosis después de angioplastia coronaria. El volumen
plaguetario medio es un factor de riesgo independiente de isquemia y muerte. La
evidencia cientifica sugiere al volumen plaquetario medio como un marcador
prondstico util en pacientes con enfermedad cardiovascular, y su elevacion se

relaciona con eventos y desenlaces cardiovasculares adversos. (35)

El nimero, densidad y tamafio de las plaguetas esta determinado por una
compleja interaccion entre factores de crecimiento, citocinas, hormonas y el
megacariocito en la medula 6sea. La megacariopoyesis esta programada para
mantener la funcibn y masa de las plaquetas, mecanismo en el que esta

involucrado estrechamente, la trombopoyetina, el factor estimulante de colonias de
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megacariocitos, las interleucinas 1 y 6, y el factor de necrosis tumoral. Los niveles

de trombopoyetina estan determinados por el género y el nimero de plaquetas.

En situaciones de estrés se incrementa la produccion y masa plaquetaria, lo que
da como resultado la liberacion a la circulacion de un gran nimero de plaguetas
altamente reactivas que migran a los sitios de lesion. Un estimulo intenso a nivel
medular induce una hiperproducciéon de plaquetas que se caracteriza por tener un
VPM alto. Conforme la edad de la plaqueta avanza, se pierden glicoproteinas de
superficie, lo que altera de manera significativa los procesos de activacion y
agregacion, por otro lado, la disminucion en la densidad, determinada por la

pérdida de su contenido granular, reduce su funcion.

La disminucién en el tamafio evaluado con un VPM es el resultado del consumo
de plaquetas grandes y funcionales, resultando en predominio en la circulacion de

plaquetas mas pequefias, lo que necesariamente no impacta en su funcion. (s)

La correlacion entre cuenta de plaguetas y VPM se ha descrito en varias
entidades; en casos de una cuenta plaquetaria normal con disminucién de VPM se
inflere que hay una trombopoyesis compensatoria como se ha observado en
enfermos con purpura trombocitopenia idiopatica compensada y en la

macrotrombocitopenia mediterranea.

La asociacion de trombocitos con un VPM elevado se infiere que existe una
trombopoyesis  auténoma. Existen varias enfermedades hereditarias
caracterizadas por trombocitopenia y VPM elevado, de las que destacan la

anomalia de May-Hegglin y los sindromes de Bernard- Soulier, Epstein- Fetchtner
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y el de las plaguetas grises. En casos de trombocitopenia de diferente etiologia se
ha descrito que un factor de riesgo independiente y predictor de hemorragia, se

puede considerar la disminucion de VPM, evento que se puede presentar en

casos de toxicidad. (,12)

|.5 Medicién del volumen plaquetario medio

La evidencia cientifica ha mostrado que la medicion del volumen plaquetario
medio tiene utilidad diagndstica como marcador de riesgo cardiovascular; sin
embargo, muchos clinicos no utilizan este parametro debido a las dificultades
asociadas con la medicion de este marcador. Los problemas técnicos asociados

son los siguientes:

a) Las diferentes técnicas para medir volumen plaguetario medio arrojan
resultados diferentes. El sistema Beckman-Coulter utiliza impedanciometria y
calcula el volumen plaquetario medio a través de una curva plaquetaria ajustada.
Los instrumentos de Bayer utilizan la medida de dispersion de laser en dos
angulos; el histograma plaquetario se calcula por el angulo de dispersion mas alto;
con base en eso se calcula el volumen plaguetario medio por la medida del
volumen de las plaquetas. Cuando se compararon los resultados de estos dos

instrumentos de medicion se observé una diferencia superior a 40%.

b) El valor de referencia de volumen plaquetario medio varia con la cuenta
plaquetaria, lo que refleja la homeostasia regulatoria de la masa plaquetaria total.
De este modo, se debe usar un normograma para interpretar el volumen

plaquetario medio que tome el nimero de plaguetas como referencia.
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c) No existe ninguna calibracion estandarizada.

d) ElI volumen plaquetario medio varia con el tiempo en las muestras
anticoaguladas con EDTA. Los cambios plaquetarios inducidos por EDTA
ocasionan incremento progresivo del volumen plaquetario medio cuando se mide
por impedanciometria. En términos generales, el aumento de volumen plaquetario
medio aumenta mas de 30% después de cinco minutos de la exposicion, y
aumenta de 10 a 15% en las siguientes dos horas. El efecto de EDTA en volumen
plaguetario medio con medicién por analisis 6ptico no estd bien documentado,
pero es impredecible, disminuyendo en muchas de las muestras de algunos

pacientes y aumentando en otras.

e) El volumen plaquetario medio es mas utili para evaluar pacientes
trombocitopénicos. De cualquier forma, las plaguetas bajas son marcadas por el
instrumento de medicion debido a la presencia de particulas que se entrometen,

por consiguiente el volumen plaguetario medio puede no ser preciso.
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|.6 Diabetes Mellitus

La diabetes se esta convirtiendo en una de las grandes epidemias del siglo XXI.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que de 1995 a la fecha el
namero de personas que viven con diabetes se ha triplicado, la cifra actual llega a
mas de 347 millones de personas en el mundo que viven con diabetes. Segun
nameros de la Federacion Internacional de Diabetes los paises con mayor numero
de personas que padecen la enfermedad son: China, India, Estados Unidos,
Brasil, Rusia y México (en ese orden), es por eso que es importante luchar contra

este padecimiento.

En la actualidad México se encuentra en sexto lugar a nivel mundial en Diabetes
Mellitus con 8.7 millones de pacientes diabéticos y se cree que para el 2035 se
encuentre en quinto lugar con un aproximado de 15.7 millones de diabéticos.

Siendo la primera causa de muerte en nuestro pais.

La DM es una alteracibn metabdlica de etiologia mdultiple caracterizada por
hiperglucemia cronica con alteraciones en el metabolismo de los hidratos de
carbono, los lipidos y las proteinas, con una secuencia de defectos en la secrecion
o la accién de la insulina, o una combinacion de ambas. 9) La diabetes de tipo 1
(DM1) se debe a la ausencia practicamente completa de produccién pancreatica
de insulina endégena, mientras que en la diabetes de tipo 2 (DM2) el aumento de
glucosa en sangre se debe a una combinacion de factores como la predisposicion
genética, una dieta poco saludable, la inactividad fisica y el aumento de peso con
distribucion central, que producen complejos procesos fisiopatolégicos. La DM se

asocia con el desarrollo de dafios organicos especificos a largo plazo producidos
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por la enfermedad microvascular (complicaciones diabéticas). Los pacientes con
diabetes también presentan un alto riesgo de enfermedad cardiovascular, cerebro

vascular y periférica.

La clasificacion de la diabetes incluye las categorias etiologicas y los distintos
estadios clinicos de hiperglucemia (40). Se han identificado 4 categorias principales:

DM1, DM2, otros tipos especificos de diabetes y diabetes gestacional.

Diabetes tipo 1.Se caracteriza por una deficiencia de la insulina debida a lesiones
destructivas de las células beta del pancreas; ocurre tipicamente en sujetos
jovenes, aunque puede aparecer a cualquier edad 1) Las personas con
anticuerpos contra las células beta del pancreas, como los anticuerpos a la
descarboxilasa del acido glutdmico, es probable que desarrollen diabetes

insulinodependiente, bien de aparicién aguda, bien de progresion lenta. (2, 43)

Diabetes de tipo 2. Estad causada por la disminucién de secrecién de insulina y
una disminucion de la sensibilidad a ésta. Las primeras fases de la DM2 se
caracterizan por la resistencia a la insulina, la cual provoca una excesiva
hiperglucemia postprandial. A esto le sigue un deterioro de la primera fase de la
respuesta insulinica al aumento de la concentracion de glucosa en sangre 4). La
DM2, que afecta a mas del 90% de los adultos con diabetes, se desarrolla
tipicamente en la edad adulta. Los pacientes son, en general, obesos y

fisicamente inactivos.
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Diabetes gestacional. Esta categoria incluye cualquier alteracion de la glucosa
que se presenta durante el embarazo y desaparece tras el parto.
Aproximadamente el 70% de las mujeres con diabetes gestacional desarrollara

diabetes a lo largo de su vida. 45

Tabla 2. Valores de referencia de niveles de glucosa de acuerdo a la ADA

2016

Valores de referencia de glucosa sérica

Normal 70 — 99 mg/dL

Pre-diabetes 100 — 125 mg/dL

Alto >126 mg/dL

Tabla tomada de la referencia 40

Tabla 3. Conversidén de factores para la determinacién de las
concentraciones de glucosa.

Glucosa plasmatica (mmol/l} = 0,558 + 1,119 x glucosa total

&n sangre fmreol/1)
Glucosa plasmatica (mmaol/l) = 0,102 + 1,066 x glucosa capilar

(mmolA}
Glucosa plasmatica (mmolfly = 0,137 + 1,047 x glucosa sérica

(mmol/l}

Tablatomada de la referencia 40
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Las concentraciones de glucosa en sangre se mantienen normalmente en un
rango muy estrecho, usualmente entre 70 y 120 mg/dl. El diagnostico de diabetes
se establece al demostrar una elevacion de la glucosa plasmética segun

cualquiera de los criterios siguientes ().

a) Poseer signos y sintomas de diabetes junto a una concentracion ocasional de
glucosa plasmatica = 200 mg/dl (11,1 mmol/l); definiendo casual, como un
momento cualquiera del dia, independiente del tiempo transcurrido desde la dltima

comida.

b) Tener niveles de glucosa plasmatica en ayunas = 126 mg/dl (7,0 mmol/l). Se

considera ayunas cuando han pasado al menos 8 horas sin aporte calérico.

c) Encontrar 2 horas después de haber realizado un test de tolerancia oral una
glucosa postprandial = 200 mg/dl (11,1 mmol/l). El test debe ser llevado acabo
siguiendo las normas de la OMS, empleando una carga de glucosa que contenga

el equivalente a 75 gramos de glucosa anhidra disuelta en 250 ml de agua.

En caso de no existir una hiperglucemia inequivoca, los criterios deben ser

confirmados tras repeticion en un dia posterior.

El tratamiento de la diabetes se basa en el control de la enfermedad y de las
complicaciones derivadas de ella. En un primer lugar van a ser primordiales todos
aquellos aspectos comportacionales del individuo. Los objetivos del tratamiento

son:

1. Conseguir niveles adecuado de glucosa en sangre.

2. Conseguir niveles optimos de lipidos.
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3. Dieta adecuada en calorias para conseguir un peso razonable, un crecimiento y

desarrollo normales y un embarazo y lactancia adecuados.

4. Evitar sedentarismo y tabaco.

5. Mejorar la salud mediante una nutricién éptima s, 47)

En la diabetes mellitus tipo 1 el tratamiento mas comun es la insulinoterapia. El
objetivo principal es aportar la hormona y conseguir una disminucién de la
hemoglobina glucosilada, la cual nos muestra el control metabdlico del paciente en
periodos de tiempo de hasta 3 meses. Segun el tipo de diabetes, el momento de
aparicion y la severidad de la enfermedad, se emplean pautas diferentes en la
administracion subcutanea de insulina. En el inicio del tratamiento con insulina es
preferible la pauta de 2 dosis al dia (salvo en edades avanzadas). La dosis inicial
seria de 0,50 U/kg/dia, aumentando con prudencia a 2-4 U/dia durante al menos 2
dias. En la pauta inicial el reparto puede ser de 2/3 de la dosis antes del desayuno

y 1/3 antes de la cena. Es importante saber que en pacientes de edad avanzada

sOlo se debera administrar una dosis. (49)

En pacientes con diabetes mellitus tipo 2, la principal opcion terapéutica son los
hipoglucemiantes orales. Existen diferentes farmacos con distinta funcion, cuyo
objetivo final sera disminuir los niveles plasmaticos de glucosa. Segun la funcién

del farmaco podemos emplear los siguientes:

1. Sensibilizar cuerpo a insulina: Thiazolidinedionas o biguanidas.

2. Controlar la produccion de glucosa hepatica: Thiazolidinedionas o biguanidas.

30



3. Estimular al pancreas a producir mas insulina: Meglitinidas o sulfonilureas.

4. Retrasar la absorcion de carbohidratos: inhibidores a-glicosidasa.

5. Aumentar la captacion periférica de glucosa: insulina.

Ademas, en estos pacientes sera necesario una monitorizacion de los siguientes
parametros: Presion arterial, microalbuminuria, perfil de lipidos, Hemoglobina
glucosilada y un examen fisico de extremidades en cada visita médica, asi como

una revision anual de la vista.
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‘o] Finnish Diabetes Associ tion

Formulanio para la evaluacidn del nesgo de ka diabeles tipo 2

Rodes con un circulo bo que codresponda y sume los punios

1. Edad

Op Manosdeds afios
2p Entra 45-54 afios
dp Enfre 55-64 afios
4p MWis de B4 afios

6. iHa lomado usted medicacidn para la hipertension
con regularidad?

Op No

2p Si

2. Indice de masa corporal
Op Menosde 256 kgp/m?
ip Entre 25-30 kg/m?
a3p  Mis da 30 kgp/m?

7. iLe han encontrado alguna ver niveles allos

de glucosa en sangre, por ejemplo, en un examen
meédico, durante una enfermedad, durante el embararo?
Op No

sSp SI

3. Perimetro de Ia cintura medido debajo
de las costillas (normalmenie a la altlura

del ombligo)
Varones Mujeres
Op Menos de 94 cm Menos de B0 cm
3p 94-102 cm B0-88 cm
4 p Mds de 102 em Mis de 88 cm

8. ;A algdn miembro de su lamilia cerncana

o a algon familiar le han diagnosticado diabeles

(tipo 1 o lipo 2)?

O0p No

3 p Sic abuelos, oS O primMos RETMAN0S (PEro no:
padres, hermanos o hijos)

5 p Si: padres, hermanos o hijos propios

Op Todoslos dias
ip Notodos los dias

Escala de riesgo total

£l riesgo de desarrollar diabeles ?
ﬁmhhnﬂ:ﬁmlﬂﬂnum

sl 1 da cada 100
Menos de 7T p Bajo: sa e -

11 T“mnm

r 1 m?&mmuﬂ’a
enfermadad

12-14p Moderado: 5o estima que 1 de cada 6
paciantes desarroliirg b enfarmadad

1520 p Ala: 5o estima gue 1 de cada 3
pacianhes desarrolird b enfsrmedad
Mi=s 20 Moy alto: =2 sstima 1 da cada 2
" mmmﬁm

Figura 2. Score de riesgo FINDRISC (FINish Diabetes Risk Score) para evaluar el riesgo de

desarrollo de diabetes tipo 2 durante 10 afios en adultos. Modificada por Lindstrom y Tuomilehto31.

Disponible en: www.diabetes.fi/english;

Imagen tomada de la bibliografia 49
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|.7 Riesgo Cardiovascular

La valoracion del perfil de riesgo cardiovascular total es importante para establecer
las medidas preventivas adecuadas en pacientes asintomaticos, pero con alto
riesgo de presentar enfermedad cardiovascular. Existen numerosos estudios y
modelos creados al efecto. Cualquier modelo de medicidn, para que sea propicio
en términos de prevencion primaria, debe influir favorablemente sobre el riesgo de

la enfermedad o sobre los factores especificos de riesgo. (so)

El riesgo cardiovascular se define como la probabilidad de desarrollar una
enfermedad cardiovascular (enfermedad coronaria, ataque cerebro vascular o
arteriopatia periférica) en un periodo de tiempo de diez afos. La valoracion del
riesgo cardiovascular permite conocer aquellos grupos en los que se deben
incrementar las actividades de prevencion y las intervenciones farmacologicas y
no farmacolégicas dirigidas a disminuir la morbimortalidad por enfermedad
cardiovascular. La hipertension arterial, la hipercolesterolemia y el tabaquismo son
los tres factores de riesgo cardiovascular modificables de mayor relevancia. La
diabetes, el sedentarismo, la obesidad o el sobrepeso y el consumo excesivo de
alcohol son otros factores que se consideran como modificables o controlables (so)
La hipertension arterial es un factor de riesgo para enfermedad coronaria,

insuficiencia cardiaca, enfermedad cerebro vascular e insuficiencia renal. 1)

La reduccion y el mantenimiento de las cifras de presion arterial a valores
inferiores a 140/90 mm Hg, en la poblacion general, o inferiores a 130/80 mm Hg
en pacientes con diabetes o con afectacion renal, reducen en forma significativa el

riesgo de ataque cerebro vascular, enfermedad coronaria e insuficiencia cardiaca.
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La hipertensién arterial no es un fenémeno aislado y, por lo general, los pacientes
hipertensos presentan multiples factores de riesgo asociados, cuyo conjunto

incrementa el riesgo de presentar una enfermedad cardiovascular. (s1)

Recientemente aparecieron evidencias sobre la necesidad del tratamiento global
del riesgo cardiovascular en el paciente hipertenso. Cada vez es mayor la certeza
de que no basta con buscar un éptimo control de las cifras de presion arterial sino
que es imprescindible averiguar y reducir todos los factores de riesgo

cardiovascular.(52,53)
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades cronicas degenerativas constituyen una de las primeras causas
de muerte a nivel mundial. Entre este tipo de padecimientos se encuentra la
Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) con tendencia a presentarse cada vez mas en
personas jovenes. En México es la primera causa de muerte, y especificamente
en el grupo de 55 a 64 afos ocupa el primer lugar como motivo de defuncion. En
la actualidad México ocupa el sexto lugar en DM. La prevalencia de DM2 en
nuestro pais en adultos a nivel nacional es del 7%, y es mayor en las mujeres
(7.3%) que en los hombres (6.5%). En el grupo de 50 a 59 afios, dicha proporcion

es de 13.5%, 14.2% en mujeres y 12.7% en hombres. 54

Se pretende que las personas con DM presentan valores mas elevados de VPM
que una persona sana al momento de realizar una biometria hematica, el cual
podria ser un indicador importante en predecir si un paciente con DM puede 0 no

presentar un dafio cardiovascular.

Al poder identificar esta relaciobn se podria tener en un futuro una prueba
complementaria de mucha importancia en el diagndstico de pacientes diabéticos,
lo cual ayudaria a diagnosticar a tiempo un riesgo cardiovascular en este grupo de

pacientes.

Por lo que la pregunta a investigar es: ¢ Se puede considerar el VPM un indicador

de riesgo cardiovascular en pacientes con DM?
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lIl. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus se ha convertido una de las enfermedades cronicas
degenerativas mas frecuentes en jovenes y adultos, los cuales a causa de esta
enfermedad tienen mas probabilidades de padecer una enfermedad

cardiovascular que los puede llevar incluso a la muerte.

En el laboratorio del Centro de Investigacion Biomédica del IMSS de Michoacén,
se estudiaron muestras bioldgicas de pacientes con y sin diabetes mellitus, a cada
una de ellas se le realiz6 una Biometria hematica de la cual solo se considero el

valor del VPM, asi como un perfil de lipidos.

El beneficio de este estudio fue principalmente obtener el valor del VPM vy
determinar si el incremento de este parametro es un indicador de riesgo
cardiovascular en pacientes con diabetes, por o que en un futuro esta seria una
prueba complementaria en el diagnostico de laboratorio de un paciente diabético,

para asi poder diagnosticar un riesgo cardiovascular en una etapa temprana.
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IV. HIPOTESIS

El volumen plaguetario medio es un factor predictor de riesgo cardiovascular en

pacientes con diabetes mellitus.

V. OBJETIVO GENERAL

Investigar el volumen plaquetario medio como factor de riesgo cardiovascular en

pacientes con diabetes mellitus

V.l Objetivo especifico

-Evaluar la asociacion del VPM con el perfil de lipidos en pacientes con y sin

diabetes mellitus.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: trasversal comparativo, retrospectivo e hipotético deductivo.

Poblacién: individuos diabéticos en un rango de edad de 15-8lafios e individuos

sanos (no diabéticos).
Tamano de la muestra

Se calcul6 con base a la ecuacion de estimacion de tamafio de muestra para dos

grupos.

Se estimé que el 70% de los individuos presentaban un valor elevado de VPM y

45% de los mismos presentan un valor normal,

Utilizando la ecuacion siguiente y sustituyendo:

n=[Zav2ri(1 - n1) - ZpVEi(l —m1) + (1 —72)]°

nml-m2

Donde:

Za: 1.96

ZB: -6.45

m1:0.70

m2:0.45

nl —mw2: 0.25
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Sustituyendo

n =(1.96v/2x 0.70 x 0.30 — (—1.645)+/0.70 x 0.30 + (0.45 x 0.55)

0.25

n=(1.2700 + 1.1125)2

0.25

n=90.1209 90 muestras por grupo
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CRITERIOS DE SELECCION

Inclusion:

e Pacientes diabéticos
e Pacientes sanos (no diabéticos)

e Edad entre 18 y 65 afios

No inclusioén:

¢ Que no deseen participar en el estudio
¢ No cumplan los requisitos

e Mala obtencion de la muestra

Variables dependientes: glucosa, VPM

Variables independientes: riesgo cardiovascular

Variables bioguimicas: glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, LDL, VLDL,

VPM, lipidos totales, indice aterogénico.
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DEFINICION OPERACIONAL DE VARIABLES

Variable Definicion Escala de medicion
Edad Edad del paciente medida en afos Continua, afos
Peso Peso del paciente en kg Continua, kg

Estatura del paciente en metros Continua, en metros y
Talla centimetros

Presion sistolica

Medicidbn en baumandmetro de mercurio

Continua, milimetros de
mercurio

Medicibn en baumandémetro de mercurio

Presién Continua, milimetros de
diastélica mercurio
Medicion del perimetro de la cintura en
Circunferencia centimetros Continua, en
de cintura centimetros
Concentracion sérica de glucosa Continua, miligramos
Glucosa por 100 ml
Concentracion seria de colesterol
Colesterol total cuantificado por método enzimético Continua, miligramos
colorimétrico por 100 ml
Colesterol asociado a las lipoproteinas, Continua, miligramos
cuantificado en suero por método por
Colesterol de enziméatico colorimétrico
alta densidad
(HDL) 100 ml

Colesterol de
baja densidad

Colesterol asociado a las
lipoproteinas cuantificado
en suero por método

Continua, miligramos
por 100 ml

(LDL) enzimatico colorimétrico
Concentracion de
triglicéridos cuantificados Continua, miligramos
Triglicéridos en suero por método por
enzimatico colorimétrico 100 ml
Pardmetro dado en la biometria
hematica, el cual mide el volumen de las | Continua, en fentolitros
VPM plaquetas (fL)
Es la proporcion matemética entre los
niveles de colesterol total en el
organismo Yy colesterol HDL o NoO se expresa en
indice lipoproteinas de alta densidad. unidades

aterogénico

Lipidos totales

Evaluacion del riesgo aterogénico.

Continua, mg/dL
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METODOLOGIA

A cada paciente que reunio los criterios de inclusién y firmaron la carta de

consentimiento informado por escrito (anexo 1), para:

Un interrogatorio dirigido investigando antecedentes de diabetes e
hipertension (Historia clinica completa). (ANEXO 2)

Se les midi6 la presion arterial con baumanometro de mercurio
previamente calibrado, sentado en reposo por lo menos cinco minutos, sin
haber ingerido bebidas cafeinadas, no haber fumado en los treinta minutos
previos al estudio.

Se les realiz6 la medicion del peso corporal (Kg) en bascula con
estadimetro con bata clinica y sin zapatos, la medicién de la talla (m) en
posicién erecta, con talones juntos y los pies separados en un angulo de
60°, con la cabeza en un plano horizontal de Francfort (linea imaginaria
gue une el borde superior del conducto auditivo con la érbita), brazos libres
a los costados y las palmas hacia las caderas.

Se midi6 el perimetro abdominal con cinta métrica que se tomo del centro
del ombligo.

Ademas a cada paciente se le colectaron 13 ml de sangre venosa. 10 ml
se sirvieron en tubo Vacutainer sin anticoagulante (rojo), se centrifugd a
4000 rpm durante 10 minutos para la obtencion de suero y de inmediato
realizar la cuantificacion de glucosa, colesterol total (CT), triglicéridos (TG),

lipoproteinas de alta densidad (HDL), por métodos enzimaticos
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colorimétricos. Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) se calcularon con
la ecuacion de Friedewald (LDL= CT-(HDL+TG/5).

También se colectaron 4ml de sangre venosa en tubo morado con
anticoagulante (EDTA) manteniéndose en agitacion durante 2 minutos para
posteriormente realizar la biometria hematica en equipo automatizado BC

5300.
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Método utilizado para determinar glucosa (test fotométrico

enzimatico “GOP-PAD”)

Fundamento

Glucosa + 02 =) 4cido gluconico + H20

2 H202 + 4 — aminoantipirina + feno| =—) quinoneimina + 4 H20

Reactivos
e Amortiguadora fosfato pH 7,5 250mmol/L
e Fenol 5mmol/L
e 4- aminoantipirina 0.5 mmol/L
e Glucosa oxidasa >10 KU/L
e Peroxidasa >1KU/L
e Estandar 100mg/dl (5.55 mmol/L)

Procedimiento

Blanco Muestra/estandar
Muestra/ estandar |  ------ 10 microlitros
Agua destilada 10 microlitros | —emee-
Reactivo 1000 microlitros 1000 microlitros

Mezclar, incubar durante 20 minutos de 20 a 25 °C a 37 °C. Leer la absorbancia

contra el blanco de reactivo dentro de 60 min a 500 nm.

Calculos

Glucosa (mg/dl) = A muestra X conc. Estand. / Cal (mg/dl)
Aand./ ca
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Método utilizado para determinar colesterol total (método
enzimatico de punto final)

Fundamento
Esterasa

Ester de colestero| =) |20 + colesterol + 4cidos grasos

Oxidasa

Colesterol +O2 msmp colesten- 3- ona + H202

2 H202 + fenol + 4-aminoantipirina sy quinoneimina + H20

Reactivos
e 4- aminoantipirina 0.30 mmol/L
e Fenol 6mmol/L
o Peroxidasa >0.5 ml
e Colesterol esterasa > 0.15 U/ml
e Colesterol oxidasa >0.1 U/ml
e Tampoén pipes pH=6.8 80 mmol/L

Procedimiento

Blanco (ul) Patrén /ul) Muestra (ul)
Agua destilada (110 et —
Pattbn | - 10 |
Muestra | - | e 10
Reactivo 1000 1000 1000

Mezclar, incubar durante 10 minutos a 20 a 25 °C o 5 minutos a 37°C. Medir la absorbancia de la
muestra frente al blanco antes de 60 min a 500 nm.

Calculos

Conc. De colesterol = A muestra X conc. De patron
A patrén
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Método utilizado para determinar triglicéridos (test colorimétrico

enzimatico utilizando GPO)

Fundamento

LPL
Triglicéridos - glicerol + &cido graso

GP
Glicerol +ATP —glicerol—3—fosfato + ADP

GPO
Glicerol-3-fosfato + O2 == dihidroxiacetona fosfato + H20

POD
2 H202 + aminoantipirina + 4-clorofeno| msssssp quinoneimina + HCI + 4 H20

Reactivos
¢ SIn. Amortiguadora de good pH 7,2 50 mmol/L
e 4-clorofenol 4 mmol/L
e ATP 2 mmol/L
e Mg+ 15 mmol/L
e Gliceroquinasa (GK) > 0.4 KU/L
e Peroxidasa (POD) > 2 KU/L
e Lipasa lipoproteina (LPL) > 2 KU/L
e 4-aminoantipirina 0.5 mmol/L
¢ Glicerol-3fosfato-oxidasa (GPO) > 0.5 KU/L
e Estandar 200 mg/dL (2.3 mmol/L)

Procedimiento

Blanco Muestra/estandar
Muestra/ estandar 10 uL
Agua destilada 10 Ul
Reactivo 1000 uL 1000 uL

Mezclar e incubar durante 20 minutos de 20 a 25 °C o 10 minutos a 37°C.posteriormente leer la
absorbancia contra el blanco dentro de 60 minutos a 500nm, Hg 546 nm.

Célculos
Triglicéridos (mg/dL) = A muestra X conc. Estandar (mg/dL)

A Estd./cal.




Colesterol HDL

Procedimiento: En un tubo de vidrio, se colocan 200 ul de muestra (suero) con
500 pul de reactivo precipitante, se mezcla y se incuba 10 minutos a temperatura
ambiente. Centrifugar 10 minutos a 4000 rpm. Separar el sobrenadante y en el
mismo realizar la determinacion de colesterol antes de que transcurran 2 horas.
Se realiza la medida de colesterol por el método CHOD PAP. Se toman 100 pl del
sobrenadante con 1000 pl de reactivo de colesterol, se mezcla se incuba a 37°C
durante 5 minutos. Se mide la absorbancia de la muestra y del patron frente al
reactivo blanco durante los 15 minutos siguientes a una longitud de onda de 546
nm.

Colesterol LDL

Procedimiento: en un tubo de vidrio se colocan 4ul de muestra (suero) con 300 pl
de reactivo 1 precipitante, se mezcla y se incuba a una temperatura de 37°C
durante 5 minutos. Una vez transcurridos los 5 minutos se afiaden 100 pl de
reactivo 2, se mezcla y nuevamente se incuba a 37 °C, posteriormente se lee la

absorbancia frente al blanco de reactivo a una longitud de onda de 600 nm.

VPM

Procedimiento: en tubo morado se toman 3ml de sangre venosa con
anticoagulante EDTA, una vez obtenida la muestra se mezcla lentamente durante
2 minutos para posteriormente procesarla en el equipo automatizado BC-5300
para Biometria heméatica mediante impedancia y efecto éptico, el cual después de

1 a 2 minutos aproximadamente arroja los resultados correspondiente
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresan en promedio + desviacion estandar. Se realizo prueba t de
Student para muestras independientes para la comparacion entre los grupos con
diabetes y sin diabetes. Se realizd la correlacion de Pearson para determinar la
asociacion entre las variables. Ademas se llevo a cabo un analisis de asociacion
de riesgo relativo para determinar la probabilidad del riesgo entre el VPM vy la
existencia de riesgo cardiovascular. Se establecié diferencia estadistica
significativa con un P valor < 0.05.

Los datos se analizaron en el programa computacional SPSS versioén 18.0 para

Windows.
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VIII. CONSIDERACIONES ETICAS

Los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas, el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
y con la declaracion de Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los codigos y
normas Internacionales vigentes para las buenas practicas en la investigacion
clinica. Ademas de todos los aspectos en cuanto al cuidado que se debera tener
con la seguridad y bienestar de los pacientes se respeta cabalmente los principios
contenidos en el Cddigo de Nuremberg, la Declaracion de Helsinki y sus
enmiendas, el Informe Belmont, el Codigo de Reglamentos Federales de Estados
Unidos (Regla Comun). De acuerdo al Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la salud en su titulo segundo, capitulo 1, articulo
13En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, debera
prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccién de sus derechos y
bienestar. Articulo 14.- La investigacion que se realice en seres humanos debera
desarrollarse conforme a las siguientes bases: se ajustara a los principios
cientificos y éticos que la justifiguen, contard con el consentimiento informado y

por escrito del sujeto de investigacion o su representante legal.

Articulo 16.- En las investigaciones en seres humanos se protegerda la privacidad
del individuo sujeto de investigacion, identificandolo solo cuando los resultados lo

requieran y éste lo autorice.

Articulo 17.- Se considera como riesgo de la investigacion a la probabilidad de que

el sujeto de investigacion sufra algun dafio como consecuencia inmediata o tardia
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del estudio. Para efectos de este estudio y apegados a este reglamento, la

investigacién se clasifica en la siguiente categoria:

Categoria Il. Investigacién con riesgo minimo: ya que se trata de un estudio
comparativo y transversal, en el cual se realizaran procedimientos comunes de
medicion de la presion arterial, colecta de sangre venosa y preguntas dirigidas al

paciente en estudio.
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IX. RESULTADOS

Se procesaron y estudiaron muestras biolégicas en el Centro de Investigacion
Biomédica del IMSS de 180 pacientes que se obtuvieron de un laboratorio clinico
del municipio de Mdgica, el rango de edad fue de 15 a 81 afos los cuales se
dividieron en dos grupos (90 pacientes en cada uno de ellos) el primero fue el
grupo control constituido por pacientes no diabéticos) y el segundo grupo

problema por pacientes diabéticos.

.Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes en estudio

VARIABLE Grupo DM Grupo Control p*

n=90 n=90

Edad (afos) 56.3 + 11.97 47.99 £19.44 0.001
Género (F/M) 64 / 26 60/ 30

Peso (kg) 78.82 + 15.27 73.94 + 16.75 0.270

Talla (m) 1.58 + 0.07 1.60+0.10 0.327

CC (cm) 106.56 + 11.68 99.94 + 15.018 0.020

PAS (mmHg) | 134.41+23.99 | 129.97 +20.88 0.205

PAD (mmHg) 79.05 + 13.25 77.18 +10.68 0.317
TAB (si/no) 2/88 2/88

TAB: tabaquismo, CC: circunferencia de cintura, PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion

arterial diastolica. *Prueba T de Student para muestras independientes. P <0.005,




No se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los grupos en
estudio, lo cual nos habla de una homogeneidad con respecto a la talla, PAD y
tabaquismo en las muestras en estudio.

En el Grupo DM el 100% (n=90) de los pacientes tuvieron una circunferencia de
cintura por arriba de 80 cm para mujeres y 90 cm para hombres; en el grupo
control, el 83.3% (n=65) de los pacientes tuvieron también la circunferencia de
cintura elevada lo que nos habla de una frecuencia de obesidad abdominal
importante en ambos grupos de estudio. Con respecto al IMC en el grupo DM el
77.8% (n=70) y en el grupo control el 55.6% (n=50) tuvo sobrepeso u obesidad.

En cuanto a la Presion arterial sistélica se encontré que en el grupo DM, el 33.3%
(n=30) tuvo HTA y en el grupo control solo el 32.1% (n=25).

Tabla 5. Caracteristicas bioquimicas de los pacientes con y sin Diabetes

motivo del estudio.

Grupo DM Grupo Control
VARIABLE p*
n=90 n=90
Glucosa (mg/dL) 200.66 + 94.26 108.53 + 34.0 0.0001
Colesterol (mg/dL) 186.32 + 42.37 172.38 + 45.36 0.340
Triglicéridos (mg/dL) | 205.04 + 144.60 151.02 +114.92 0.006
HDL (mg/dL) 36.43 £ 8.82 42.46 + 23.90 0.400
LDL (mg/dL) 107.04 + 44.23 104.39 + 34.91 0.667
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VLDL (mg/dL) 46.88 = 57.95 33.87 £ 26.37 0.590
Lipidos Totales

(mg/dL) 423.21 + 187.48 366.33 + 164.08 0.041
indice

Aterogénico 5.45+1.48 4.86 +1.22 0.007

HDL.: colesterol de alta densidad, LDL: colesterol de baja densidad, VLDL.: colesterol de muy baja
densidad, VPM: volumen plaquetario medio.*prueba T de Student para muestras independientes. P

<0.005

En la tabla se observa que como es de esperarse los pacientes con DM tienen una

glucosa mas alta que los pacientes del grupo control. Se muestra también que los

valores de triglicéridos estan elevados (2150 mg/dL) en gran proporcién en ambos

grupos.

Tabla 6. Frecuencias de las alteraciones de los metabolitos en el perfil de

lipidos de los grupos en estudio.

Variable Grupo DM Grupo control
Colesterol mg/dL

>200 35.6% 24.4%

< 200 64.4% 75.6%
Triglicéridos mg/dL

2150 50% 36.7%

<150 50% 63.3%
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LDL mg/dL

=100 60.0% 59.2%
<100 40.0% 40.8%
HDL mg/dL
Bajo 24.4% 38.2%
Normal 75.6% 61.8%

indice aterogénico
> 3.75 95.6% 82.9%

<3.75 4.4% 17.1%

LDL: Lipoproteinas de baja densidad.; HDL, Lipoproteinas de alta densidad.

En la tabla anterior se muestra que los pacientes del grupo DM tuvieron una
frecuencia mas alta de colesterol, triglicéridos y del indice aterogénico en

comparacién con el grupo control.
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Figura 3. Concentraciones del VPM en el Grupo DMy en el grupo control.

El VPM fue mas alto y estadisticamente significativo en el Grupo DM (9.63 + 1.03

fL) en comparacion con el grupo control (9.01 + 0.90 fL).

Se analizaron las concentraciones del VPM de acuerdo con los factores de riesgo

cardiovasculares (Figura 4).
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Figura 4. Concentraciones del VPM de acuerdo a los factores de riesgo

cardiovascular en pacientes con y sin diabetes.

En la grafica podemos observar que las concentraciones del VPM en el Grupo DM
estan mas altas con respecto al numero de factores de riesgo cardiovascular,
sobretodo se observa en la Figura un incremento importante al conjuntarse la
obesidad, la hipertension arterial y la hiperglucemia, en tanto en el grupo control
no se muestra ningun incremento considerable al incrementar el ndmero de
factores de riesgo cardiovascular. Sin embargo es destacable que aun sin factores
de riesgo cardiovascular los pacientes con DM tienden a tener cifras altas del

VPM.
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Se encontr6 una frecuencia de VPM alto (= 10 fL) en el Grupo DM de 12.8% y en

el Grupo control de 16.1%.

Al realizar un analisis de correlacion entre el VPM y las variables pertenecientes al
riesgo cardiovascular, se encontrd solo una asociacion positiva entre el volumen

plaquetario medio y la glucosa sérica en los pacientes en estudio (Figura 5).
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VPM fL

Figura 5. Correlacién entre el Volumen plaquetario medio y la glucosa sérica en los

pacientes en estudio.

En la figura anterior se muestra que a mas cifras de VPM mayores concentraciones de

glucosa tendréan los pacientes.
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En la Figura 6 se muestra la asociacion positiva del indice aterogénico y la glucosa

en los pacientes en estudio.
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Figura 6. Correlacion entre el indice aterogénico y la glucosa sérica en los

pacientes en estudio.

En la figura anterior se muestra que a mayor indice aterogénico los pacientes en

estudio tienen una mayor concentracion de glucosa sérica.
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Al analizar el riesgo cardiovascular en los dos grupos de pacientes (Grupo DMy
Grupo control) se encontré una mayor frecuencia de riesgo cardiovascular elevado

en el grupo DM (Tabla 7).

Tabla 7. Categoria de Riesgo Cardiovascular en los grupos de estudio

GRUPO

GRUPO DM GRUPO CONTROL

Riesgo alto 12.4 % 10.5%
Riesgo moderado 13.5% 15.8%
Riesgo bajo 74.2% 73.7%

Tabla 8. Categoria de Riesgo Cardiovascular en el Grupo DM de acuerdo al

VPM
GRUPO DM
VPM = 10 VPM <10
Riesgo alto 91.1% 13.4%
Riesgo moderado 4.5% 16.4%
Riesgo bajo <10% 86.4% 70.1%
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Tabla 9. Categoria de Riesgo Cardiovascular en el Grupo control de acuerdo

al VPM
GRUPO CONTROL
VPM = 10 VPM <10
Riesgo alto 5.9% 11.9%
Riesgo moderado 17.6% 15.3%
Riesgo bajo 76.5% 72.9%

Al realizar el analisis del riesgo relativo para determinar si el VPM alto se podria

considerar como factor de riesgo cardiovascular en los pacientes con DM,

encontramos que no se encontrd la asociacion de riesgo del VPM con la variable

riesgo cardiovascular en el Grupo DM (RR: 0.453 1C95%: 0.148-1.391. X? 2.272,

P=0.167) ni en el Grupo control (RR: 0.862 1C95%: 0.318-2.336. X2 0.088,

P=0.767).
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X. DISCUSION

Uno de los principales objetivos de esta investigacion fue determinar el VPM en
pacientes con diabetes mellitus y verificar si este es un factor de riesgo

cardiovascular.

Se conoce que el volumen plaquetario medio es un marcador de inflamacion,
trombosis y disfuncion endotelial que ha adquirido importancia en relaciéon a su
significado en enfermedades que tienen como sustrato un componente
inmunoinflamatorio y protromboético.ss) De acuerdo a nuestros resultados
observamos que un aumento de VPM no es un valor caracteristico de personas
con diabetes mellitus, ya que este puede estar o no elevado en la enfermedad. En
este estudio observamos que cuando los pacientes diabéticos presentaban
obesidad y/o hipertension arterial, el VPM no se encontraba tan elevado (<10fL)
como cuando se le adiciona el factor de riesgo hiperglucemia (VPM:10.12 fL), por
lo que este tipo de pacientes con obesidad, hipertension y descontrol glucémico
tienden a presentar una patologia mas drastica como lo es un infarto agudo al

miocardio pudiendo causar la muerte del paciente.

Dentro de la investigacion también se puede observar que un 16.1% de los
pacientes del grupo control presentaban un VPM elevado, mientras que un 12.8 %
del grupo DM se encontraba alto, lo cual nos indica que los pacientes del grupo
control presentaban una mayor probabilidad de tener una activacion plaquetaria y
posiblemente un incremento temprano de la activacion plaquetaria y este evento
puede estar relacionado con los procesos inflamatorios que preceden la

manifestacion clinica de la enfermedad.ss) Ademas estos pacientes control no
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tenian alguna patologia en especifico lo que indica que no tenian prescrito ningun

medicamento que pudiera modificar el volumen plaquetario medio.

El tamafio de las plaquetas y de la actividad plaquetaria pueden hasta cierto punto
determinarse genéticamente. Varios estudios en humanos y en animales han
demostrado que las caracteristicas de las células de la sangre tienen una alta
heredabilidad. Un reciente estudio de asociacion del genoma ha identificado tres
polimorfismos en tres genes candidatos diferentes que podrian modificar el
proceso de formacion de plaquetas y cada uno esta fuertemente asociado con
VPM. Uno de ellos es el cromosoma 7g22.3 en el cual se encuentra un locus
genético que se asocia con el volumen plaquetario medio por lo que este locus es
responsable de una pequefa fraccion (1.5%) de la variabilidad total del volumen
plaguetario medio atribuible a factores genéticos, lo que puede resultar, en
ocasiones, en elevacién de volumen plaquetario medio sin causa aparente como
es el caso de nuestros pacientes pertenecientes al grupo control, confiriendo el
mismo riesgo independiente de mal prondstico y mayor prevalencia en
enfermedades cardiovasculares y protromboticas. Con respecto a esto, se han
descrito variables genéticas en el gen de la histona desmetilasa JMJD1C vy
polimorfismos de nucle6tido Unico o SNP en el alelo rs81092888 del gen TMP4,
gue se asocian con volumen plaguetario medio mayor en caucasicos. Esta

informacion propone una linea de investigacion para estudios a futuro.

Actualmente, la evidencia cientifica sugiere al volumen plaquetario medio como un
marcador pronostico Gtil en pacientes con enfermedad cardiovascular, y su

elevacion se relaciona con eventos y desenlaces cardiovasculares adversos(s)
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ademas también puede estar elevado en los pacientes con consumo de tabaco,
obesidad, hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus e hiperlipidemia. De
acuerdo a nuestro resultados, se encontr6 una correlacién entre el volumen
plaguetario medio y las concentraciones de glucosa esto puede ser debido a que
la glucosa induce la traslocacion de las proteinas cinasas hacia la membrana
plaguetaria en la DM, y en particular de la proteina cinasa C (PCC), que esta
asociada con la agregacion y secrecion plaquetaria, por lo que estos procesos

también estan incrementados.(58)

En algunos reportes se ha demostrado que existe una relacion estrecha entre el
volumen plaquetario medio y los factores de riesgo cardiovascular como:
alteracion de la glucosa en ayunas, diabetes mellitus, hipertension,
hipercolesterolemia, obesidad, sindrome metabdlico, grasa corporal y también con
la reduccion rapida de peso.9) Muscari y colaboradores realizaron una busqueda
sistematica para encontrar los determinantes del volumen plaquetario
demostrando que la glucosa sérica, grasa corporal y cambios
electrocardiograficos, son los principales factores independientes asociados al

volumen plaquetario medio elevado. (60)

Por lo que se podria hacer que se tome mas en cuenta la realizacion de este tipo
de estudio y que en la actualidad se considere como una prueba de rutina y sobre

todo como una prueba preventiva.

Numerosos factores genéticos y ambientales influyen en el riesgo cardiovascular,
pero su contribucion a la variabilidad de sus manifestaciones, mas alla de los
factores clasicos, estd todavia por definir. El tabaquismo, la dislipidemia, la
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diabetes y la hipertension son factores de riesgo clasicos que interactian de
multiplicativa entre si y con otras variables, como historia familiar de enfermedad
prematura, obesidad, sobrepeso o sedentarismo, determinando la extension y la
evolucion de la enfermedad cardiovascular. En nuestro estudio se encontr6 una
frecuencia de riesgo cardiovascular alto en el Grupo con DM del 9.1% y en el
grupo control de 11.9% ambos grupos con el volumen plaquetario medio mayor de
10 fL, lo que les confiere una llamada de alerta a estos pacientes por las
complicaciones de trombosis o de algun infarto al miocardio que pudieran tener a
futuro. Una de las limitantes de este estudio y de muchos estudios transversales
es que no se les ha podido dar el seguimiento a estos pacientes para poder
asociar de manera mas fidedigna las variables de interés para el desarrollo de

enfermedad cardiovascular.
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Xl. CONCLUSIONES

1.- Estadisticamente el VPM no se encontré ser un factor de riesgo cardiovascular

en los pacientes con estudio (Pacientes diabéticos).

2.- La frecuencia de riesgo cardiovascular y el VPM por arriba de 10 fL fue en el

Grupo con DM del 9.1% y en el grupo control de 11.9%.

3.- Se encontré un incremento del VPM en aquellos pacientes con DM con los

factores de riesgo obesidad, hipertension arterial y glucosa.
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Xll. RELACION DE ANEXOS

Anexo 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION

VOLUNTARIA EN PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA.

Morelia, Michoacéan

Yo

ACEPTO EN FORMA VOLUNTARIA PARTICIPAR en el proyecto de
Investigacion titulado:
VOLUMEN PLAQUETARIO MEDIO COMO FACTOR DE
RIESGO CARDIOVASCULAR EN PACIENTES CON

DIABETES MELLITUS

El objetivo de este trabajo es investigar si el volumen plaquetario medio

como factor de riesgo cardiovascular en pacientes con diabetes mellitus

El volumen plaquetario medio es la medicibn geométrica del tamafio de las
plaquetas Es un indicador de la activacion plaquetaria y se ha reportado que
aumenta en el infarto agudo de miocardio y los sindromes coronarios agudos.
También se ha relacionado con mortalidad mas elevada después del infarto de

miocardio
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Se me ha explicado que mi participacién en este estudio consiste en acudir
en ayuno para la extraccion de una muestra sanguinea venosa, ademas de la
toma de medidas de mi estatura, cintura y cadera, el registro de mi peso, mi
presion arterial y para responder algunas preguntas referentes a mi estado de

salud.

El investigador responsable me ha informado que el riesgo de la toma de
muestra sanguinea consiste en la posible aparicion de un moreton, y que el
inconveniente principal es la molestia causada por la extraccion. Mientras que el
beneficio derivado de mi participacion en el estudio consiste en conocer mi estado

de salud, en especial si es que presento factores de riesgo cardiovascular.

El investigador se ha comprometido a comunicarme mis resultados, y si
estos son anormales a sugerirme visitar a un médico para mi atencion oportuna.
También a responder cualquier pregunta o duda acerca de mi participacion en la

investigacién, o cualquier asunto relacionado con la misma.

El investigador me ha asegurado que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos

relacionados con mi privacidad serdn manejados confidencialmente.

67



Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier

momento si asi lo considero conveniente.

Nombre y Firma del Paciente.

Investigador Responsable.

Testigo.

Morelia, Mich., a de

Testigo.

de 2015.
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ANEXO 2.

DATOS DEL PACIENTE

FECHA:
No. DE PACIENTE: __ EDAD:
SEXO: FUMADOR: PESO:
TALLA: CINTURA: PA:

PARAMETROS A EVALUAR

GLUCOSA: LDL:
TRIGLICERIDOS: HDL:
COLESTEROL: VLDL:
LIP. TOTALES: VPM:

OBSERVACIONES

Firma del paciente firma de quien realizo
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