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ABREVIATURAS.

ECV. Enfermedad cardiovascular.

ICP. Intervencién Coronaria Percutanea.
ADP.Adenosin difosfato de Sodio.

MACCE. Eventos cardio-cerebro vasculares mayores.
IRP. indice de reactividad plaquetaria.

VASP. Fosfoproteina estimulada por vasodilatadores.
ELISA. Ensayo ligado a Enzimas.

FvW Factor de Von Willebrand.

SCA. Sindrome Coronario Agudo.

FT. Factor tisular.

TAX2. Tromboxano A2.

COX-1. Ciclooxigenasa 1

AMPc. Adenosin monofosfato ciclico

PI-3K. Fosfatidil Inositol 3-Cinasa.

NO. éxido nitrico.

ET-1. Endotelina 1.

PAI-1. Inhibidor del activador el plasminégeno
PGEL. Prostaglandina E1.

CML. Células musculares lisas.

LDL. Lipoproteinas de baja densidad.
ICAM-1. Molécula de Adhesion Intracelular.
IAM. Infarto agudo de miocardio.

IMF. indice de fluorescencia media.
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1. RESUMEN.

ANTECEDENTES. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal
causa de mortalidad en todo el mundo. La intervencion coronaria percutdnea (ICP)
se ha convertido en el procedimiento mas frecuentemente usado para lograr la
revascularizacion coronaria. El advenimiento de los farmacos antiplaquetarios
bloqueadores del receptor de adenosin difosfato (ADP), el P2Y1,, en pacientes con
ICP, ha reducido dramaticamente el porcentaje de eventos cardio-cerebro
vasculares mayores (MACCE) (1). Sin embargo no todos los pacientes
experimentan el mismo beneficio del tratamiento antiplaquetario y algunos
continlan sufriendo eventos isquémicos recurrentes, incluyendo la trombosis
causada por la implantacion del stent, atribuido en gran parte a una inhibicion
insuficiente del blanco o diana sobre el cual actta el farmaco antiplaquetario (2,3).
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 cardio-cerebrales vasculares mayores en lapsos cortos
de tiempo, provocados por un estado de activacion tanto plaquetaria como
endotelial a pesar del tratamiento antiplaquetario. Este problema ha llegado a ser
tan importante que se ha acufiado el término “Resistencia a Clopidogrel”. En la
poblacibn mexicana no existen estudios publicados que indiquen el grado de
respuesta a Clopidogrel.

HIPOTESIS. Existe una respuesta eficiente al tratamiento con Clopidogrel en
pacientes con enfermedad arterial coronaria sometidos a cateterismo cardiaco.
OBJETIVOS. Evaluar la respuesta al tratamiento con Clopidogrel, en pacientes
con enfermedad arterial coronaria sometidos a cateterismo cardiaco, mediante la
determinacion de biomarcadores de actividad plaquetaria y endotelial. Asi como
correlacionar estas determinaciones con el estado clinico de los pacientes

incluidos en el estudio.
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METODOS. Estudio de cohorte prospectivo longitudinal con dos grupos, en cual
participaron 21 individuos con enfermedad arterial coronaria, de los cuales 15
(71.42%) fueron sometidos a Angioplastia Coronaria, y 6 (28.57%) sometidos a
Angiografia Diagnostica. La determinacion de IRP fue realizada a través de la
técnica de fosforilacion de la fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP)
por citometria de flujo y la determinacion de biomarcadores de actividad
plaquetaria / endotelial mediante ensayos de ELISA.

RESULTADOS. Encontramos que el 88.52% de los pacientes exhibieron buena
respuesta inhibitoria del medicamento. Sin embargo, existe un 11.48% de los
pacientes que presentan baja respuesta al antiplaquetario. Obtuvimos
concentraciones elevadas de FVW en muestras basales, 24 horas, 1 mes en
comparaciéon con el grupo control observando p=0.01, p=0.01 y p=0.01
respectivamente. Encontramos también concentraciones elevadas de P-Selectina
basal y P-Selectina 24 horas al compararlas con concentraciones de grupo control
p=0.012 y p=0.022 respectivamente. Encontramos concentraciones incrementadas
de P-Selectina Basal y 24 horas en hipertensos p=0.033 y p=0.039 vy
concentraciones elevadas de P-Selectina basal en los pacientes que sufrieron
MACCE.

CONCLUSIONES. Encontramos claras diferencias de efectividad en la respuesta
al tratamiento con Clopidogrel. La prueba de fosforilaciéon de la fosfoproteina
estimulada por vasodilatadores VASP es una prueba confiable para efectuar
ajustes en las dosis de mantenimiento de pacientes con ICP. Se obtuvo una buena
repuesta Antiplaquetaria con dosis de 600mg de Clopidogrel, sin complicaciones
hemorragicas. Se encontraron niveles incrementados de FvW, a pesar del
tratamiento antiplaquetario al que estuvo sometida nuestra poblacién de estudio.
Encontramos niveles incrementados de P-Selectina soluble en las muestras de
pacientes basales y 24 horas. La P-Selectina soluble podria ser un biomarcador
predictivo de MACCE.
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2. MARCO TEORICO.

En un amplio sentido, la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares
comprende procesos cronicos tales como la aterosclerosis, la dislipidemia, la
diabetes, la hipertension, la lesion endotelial y también procesos agudos como la
vasoconstriccion, la erosion/ rotura de la placa aterosclerética, la trombosis, o la
embolia (4,5). Cada uno de estos procesos tiene sus propios componentes
genéticos y ambientales que se expresan en un espectro mas o0 menos continuo
de fenotipos en los individuos con enfermedad cardiovascular. Los eventos
oclusivos coronarios por ateroesclerosis representan una de las principales causas
de muerte en numerosos paises (6). Las enfermedades cardiovasculares ocupan
el primer lugar de mortalidad en 31 de 35 paises de América. En nuestro pais, es
la primera causa de muerte en hombres de 50-60 afos, y la tercera causa de
muerte en mujeres de la misma edad (Fuente: Encuesta nacional de Salud, INEGI
2004).

Son muy numerosos los elementos celulares y las moléculas que
intervienen en el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares, y por lo tanto el
campo de estudio para su dilucidaciéon es muy amplio. Determinadas moléculas y
elementos celulares desempefian un papel decisivo en determinados momentos
del desarrollo de las distintas patologias cardiovasculares. Entre esa amplia
gamma, las plaquetas tienen un papel bien definido en la patogenia de
enfermedad coronaria, tanto en la fase crénica de desarrollo de lesion arterial (7)
como en la etapa aguda de aterotrombosis (8). Es gracias a la comprension del
Sindrome Coronario Agudo (SCA) como un proceso aterotrombético, que las
plaguetas han asumido un papel preponderante en la medicina cardiovascular (9).

Esto ha establecido el uso generalizado de agentes antiplaquetarios, como
la aspirina, las tienopiridinas y los antagonistas de los receptores de la
glicoproteina llb-llla, en la prevencion de las enfermedades isquémicas

coronarias. Sin embargo, hay evidencias recientes de que no todos los pacientes
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reciben el tratamiento antiplaquetario adecuado, ya sea por el fenobmeno de la
“resistencia” o “respuesta variable” al farmaco (9).

Recientes avances en las ciencias basicas han vinculado algunos factores
de riesgo con la disfuncién endotelial que inicia la enfermedad aterosclerética y
desencadena la progresion de sus complicaciones trombéticas. El endotelio
vascular regula la actividad contractil, mitogénica y trombotica de la pared
vascular. Los factores de riesgo alteran la homeostasis y la hemostasis de la
pared vascular y promueven las sefnales inflamatorias. Se activan las plaquetas y
los monocitos, lo que favorece la expresion del factor tisular (FT),
desencadenando el sistema de la coagulacion con la generacion de trombina y la
formacion del trombo vascular. Asi pues, se ha identificado a la disfuncion
endotelial como promotor de la enfermedad aterotrombotica. Existe actualmente
un conocimiento cada vez mas amplio en biologia vascular basica basada en los
procesos de adhesion tanto célula-célula como célula matriz extracelular, los
cuales estdn mediados por diversas moléculas (biomarcadores), que estan siendo
trasladados a la investigacion clinica cardiovascular e incluso también a la practica

clinica con resultados muy esperanzadores (10).

2.1 Enfermedad Arterial Coronaria.

La enfermedad de las arterias coronarias se caracteriza por la acumulacion
de depdésitos de grasa en las células endoteliales que revisten la pared de una
arteria coronaria y, en consecuencia, obstruyen el flujo de sangre.

Los depdsitos de grasa (llamados ateromas o placas) se forman gradualmente y
se desarrollan irregularmente en los grandes troncos de las dos arterias coronarias
principales, las que rodean el corazon y lo proveen de sangre; este proceso

gradual es conocido como aterosclerosis.
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Los ateromas provocan un engrosamiento que estrecha las arterias.
Cuando los ateromas se agrandan, algunos se rompen y quedan fragmentos libres
en la circulacion sanguinea o bien se forman pequefios coagulos sanguineos
sobre su superficie.

Para que el corazén se contraiga y bombee la sangre normalmente, el
musculo cardiaco requiere una provision continua de sangre rica en oxigeno que
le proporciona las arterias coronarias. Pero cuando la obstruccion de una arteria
coronaria va en aumento, se puede desarrollar una isquemia (suministro de
oxigeno inadecuado) del musculo cardiaco que causa lesiones graves. La causa
mas frecuente de isquemia del miocardio es la aterosclerosis de las arterias
coronarias. Las principales complicaciones de esta enfermedad son la angina de
pecho y el ataque cardiaco (infarto de miocardio).

En los paises desarrollados, las enfermedades cardiovasculares son la
causa principal de muerte entre las personas de ambos sexos, siendo la
enfermedad de las arterias coronarias la causa principal de las enfermedades
cardiovasculares. El indice de mortalidad esta influenciado tanto por el sexo, como
por el origen étnico; es mas elevado en los varones que en las mujeres, sobre
todo en aquellos de edad comprendida entre los 35 y los 55 afios.

La patogenia de la enfermedad coronaria implica dos procesos
interdependientes: la aterosclerosis y la trombosis; de ahi que se emplee el
término aterotrombosis para definir el proceso subyacente. La aterotrombosis un
proceso crénico dinamico de la pared vascular en el cual, durante las fases de
inflamacion y actividad trombotica, subyace la presentacion de los sindromes

coronarios agudos (SCA) (12).
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2.2 Plaquetas.

Las plaquetas son fragmentos citoplasmicos anucleados que se producen
como consecuencia de la maduracion de los megacariocitos de la médula Gsea.
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 concentracién normal en la sangre es de 150 a 350 x 10°mL y su
tiempo de vida media en sangre es de 7 a 10 dias (13,14).

Poseen una estructura celular compleja que incluye una membrana externa,
formada por una bicapa lipoproteica con glicoproteinas que funcionan como
receptores de los agonistas fisioldégicos de las plaquetas (ADP, TXA2, trombina),
proteinas adhesivas (fibrindgeno, fibronectina, laminina, trombospondina,
vitronectina, factor de Von Willebrand) y para ligandos fibrosos como el colageno,
ademas de poseer enzimas importantes para el funcionamiento celular y de
fosfolipidos (14,15). Es responsable de la interaccién de la célula con el medio
circundante a través de receptores entre las que figuran las integrinas las cuales
se caracterizan por enlazarse a proteinas, siendo las mas estudiadas la GPllb-llla
y la GPIb-IX.

Las plaquetas carecen de ADN, pero contienen ARN mensajero derivado de
los megacariocitos y la maquinaria de transcripcion necesaria para la sintesis de
proteinas (16).Contienen ademas organelos, como mitocondrias, lisosomas y
peroxisomas, que tienen caracteristicas y funciones similares a los de otras
células. También ribosomas en muy pocas cantidades, fundamentalmente en las
células jovenes, lo que concuerda con la moderada actividad de sintesis

proteica (17).
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En su citoplasma, se encuentran 2 tipos de granulos: los granulos
o especificos  (proteinas adhesivas, factores de coagulacion, Beta-
tromboglobulina, Factor 4 plaguetario) y granulos densos inespecificos (Calcio,
ADP, Serotonina, ATP). Cuyo contenido es secretado tras la activacion plaquetaria
y sSus componentes interaccionan con proteinas plasmaticas, células y

componentes de la matriz extracelular (17).

TIPO DE GRANULOS CONTENIDO

Serotonina

ADP
GRANULOS DENSOS ATP

Pirofosfato

Calcio

Fibrinégeno

Factor de Von Willebrand

PDGF

Beta-tromboglobulina
GRANULOS o Factor 4 plaquetario

Trombospondina

PAI-1

Albumina

Fibronectina

Vitronectina

Tabla 1. Contenido de los granulos Citoplasmicos de las Plaquetas.
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Su citoesqueleto constituye un entramado de proteinas diversas: la miosina
asociada a los filamentos de actina son las mas abundantes. Entre sus funciones
mas importantes en las plaquetas se encuentran: la regulacion de las propiedades
de la membrana tales como contornos, estabilidad y mantenimiento de la forma de
la plagueta en reposo, mediacion de la distribucion lateral de las glicoproteinas
receptoras de membrana y barrera para la exocitocis (18,19). El sistema tubular
denso, es un sistema de membranas que aparecen en la vecindad de los
microtUbulos y rodea los organelos, con apariencia, y funciones similares a las del
reticulo endopldsmico liso de otras células, ademas regula la activacion
plaguetaria mediante el secuestro o liberacion de calcio, de forma similar a los
tubulos del musculo esquelético (21).

Las plaquetas, ademas de su bien conocida funcién en la trombosis y la
hemostasis, contribuyen a la activacion endotelial y modulan respuestas
inflamatorias, con lo que favorecen el inicio y la formaciéon de lesiones
ateroscleroticas y sus posteriores complicaciones trombaticas (22,23).

Existen evidencias crecientes de la caracterizacion de los estados de
activacion, agregacion y bloqueo de la plaqueta circulante, los cuales permiten
evaluar el riesgo que la plaqueta supone en el desarrollo de las lesiones, y por lo
tanto informar sobre como, cuanto, y cuando intervenir sobre la plaqueta para su
prevencion (16,17).Para caracterizar el estado de activacion se ha utilizado la
expresion de la estructura y funciones en la membrana plasmética propias de la
plaqueta activada (unién de fibrinégeno, union de anticuerpos a neoantigenos de
activacion tales como GPlIb-llla activada, P- Selectina, CD63, etc.), la generacién
de macroparticulas generadas de plaquetas, la determinacion de umbrales de
activacion y de productos de degranulacion (B-tromboglobulina, P-selectina

soluble, Factor plaquetario 4, metabolitos de tromboxano).

El estado de agregaciéon se ha caracterizado mediante la determinacién del

namero y tamafio de los agregados y el contaje de plaquetas individuales.
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Mientras que la caracterizacion del estado de bloqueo estructural y funcional se ha
hecho mediante la medida de los niveles plasmaticos de bloqueante, el grado de
saturacion de plaqueta con bloqueante y el grado de inhibicién funcional. Sin
embargo no se han establecido criterios de eficacia probada para su uso general

en la clinica (18.19).

2.3 Terapia Antiplaquetaria.

En los dltimos afios aument6d extraordinariamente el interés en el uso de
agentes antiplaquetarios en la cardiopatia isquémica, dada la capacidad de estos
agentes para interferir con una serie de estados fisiopatoldgicos en los cuales
estan implicadas las plaquetas.

El término antiagregante plaquetario o simplemente antiplaquetario, se emplea
en un sentido amplio para designar a todos los farmacos que tienen una o varias
de las siguientes propiedades:

a) Inhibicion de la funcion mesurable de las plaquetas, como adhesividad,

agregacion o acciones equivalentes.

b) Aumento de la supervivencia de las plaquetas marcadas con radioisotopos,
en condiciones clinicas, en las cuales se reduce esta variable, ya que la
reduccion del tiempo de supervivencia de las plaquetas refleja el aumento
del consumo de plaquetas.

c) Reduccion de los agregados plaquetarios circulantes.

d) Inhibicion de la formacion de trombo inducida por plaguetas “in vivo” (20).
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Las plaguetas desempefian un papel clave en la aparicibn de las
complicaciones trombodticas 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 (9). Sin embargo, en los Ultimos afios se han acumulado
datos que indican que un nimero considerable de pacientes continua presentando
complicaciones tromboéticas a pesar de cumplir el tratamiento antiagregante
plagquetario combinado de Acido Acetilsalicilico y Clopidogrel.

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

farmacos antiagregantes plaquetarios (21).

2.3.1 Clopidogrel.

El Clopidogrel inhibe selectivamente la unién del difosfato de adenosin
(ADP) al receptor plaquetario P2Y1, con la subsecuente activaciéon del complejo
GPlib-llla, con lo cual se inhibe la agregacién plaquetaria. Existen mdultiples
evidencias experimentales de que, de todos los agonistas liberados tras la
activacion plaquetaria, el ADP es uno de los mas importantes para reclutar
plaquetas y propagar el trombo arterial (19). Por lo cual la inhibicion del receptor
plaquetario de ADP, el P2Y3, con el empleo de Clopidogrel ha representado un
importante avance en el tratamiento farmacologico de los pacientes con
enfermedad aterotrombdtica, especialmente en los sindromes coronarios agudos
(SCA) y en el intervencionismo coronario percutaneo (ICP) (22).

El Clopidogrel es un profarmaco y por ello deben ser metabolizado por el

higado (por el citocromo hepatico P450, CYP3A4) para convertirse en farmaco
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activo con propiedades antiplaquetarias. EI metabolito activo se une de manera
covalente al residuo cisteina de uno de los receptores del ADP (P2Y12), lo que
conduce a una modificacion irreversible del receptor durante toda la vida de la
plagueta (24).

Las plaquetas expuestas al farmaco son afectadas durante todo su periodo
de vida. La inhibicion de la agregacion plaquetaria es dosis-dependiente y
estadisticamente significativa a las 2 horas después de la administracion oral. La
funcién plaquetaria normal se recupera cuando ocurre el recambio de las
plaguetas (aproximadamente a los 7 dias) (25).

Sin embargo a pesar de los efectos beneficiosos asociados al tratamiento
con Clopidogrel en estos contextos de alto riesgo, las experiencias clinicas y de
laboratorio han permitido identificar algunas de sus limitaciones, la mas relevante
de las cuales es la amplia variabilidad existente en la respuesta inhibitoria
plaguetaria .En esta variabilidad de la respuesta al Clopidogrel se han involucrado
diferentes factores clinicos, genéticos y celulares. Es importante sefialar que los
hallazgos farmacodinamicos han demostrado tener repercusiones prondsticas, lo
cual subraya la necesidad de mejores estrategias de tratamiento antiagregante

plaquetario (26,27).

Clopidogre! 2-oxo-clopidogrel Active metabolite
v

< : .

R - Yy .~

Fig.1 Conversion del Clopidogrel en Metabolito Activo.
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Fig. 2 Mecanismo de Accién de los Antagonistas del ADP.
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2.3.2 Variabilidad Interindividual de Respuesta.

El Clopidogrel al ser un profarmaco que debe sufrir una biotransformacion
hepética para convertirse en su metabolito activo. Aproximadamente un 85% del
Clopidogrel absorbido en el torrente circulatorio a partir del intestino es hidrolizado
por esterasas e inactivado, mientras que el 15% restante se metaboliza en el
higado por un doble proceso de oxidacion en el que intervienen varias isoformas
del Citocromo P450 (CYP), para convertirse en un metabolito activo (26,27).

El inicio tardio de la accién del Clopidogrel es una de sus limitaciones y
exige el empleo de una dosis de carga para reducir el tiempo necesario para el
inicio de accion cuando se requiere una inhibicién rapida, como ocurre en el
contexto de SCA o ICP (28)

El principal problema existente con el Clopidogrel es su amplia variabilidad
de respuesta en los individuos tratados, de tal manera que hay un porcentaje
relativamente elevado de pacientes que muestran unos efectos subéptimos, lo que
ha hecho que se acuifiaran para ellos los términos “pobres respondedores” o
“resistentes”. Estos son entre el 5 y el 40% de los pacientes, segin las
caracteristicas de la poblacién, asi como el tipo de funcién plaquetaria analizado y

los valores de corte empleados (26,27).
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La variabilidad en la respuesta al Clopidogrel es un fenébmeno bien conocido
cuya trascendencia se pone de relieve en el hecho de que en varios estudios han
observado una asociacion entre la baja respuesta y eventos cardiovasculares
adversos (26,27).

Variabilidad de respuesta al tratamiento con clopidogrel

2 B 2

Factores derivados
de las plaquetas

Factores clinicos y
farmacocinéticos

n n

Factores genéticos

Dosis inadecuadas Aumento renovacion plaquetaria| | Polimorfismos:
Baja absorcion Baja actividad metabalica de la CYP
Interacciones farmacologicas que 2 i"ﬁg"a hepatica GYP3A P2Y12
involucren metabolismo hepatico GPla
Clopidogrel CYP3A4 GPllla

Fig. 3 Variabilidad de Respuesta al Clopidogrel.

2.2.3 DOSIS DE CARGA DE CLOPIDOGREL.

En la practica clinica comun las dosis de carga estandar son de 300 mg de
Clopidogrel, 6 horas antes de ICP. Sin embargo en la actualidad existen estudios
que evaltan la prevalencia de resistencia a Clopidogrel después de la dosis de
carga de 300mg y 600mg, observando que con las dosis de carga de 600mg se
obtiene un efecto antiplaquetario mas rapido y mejor en comparacion con las
dosis de 300mg, reduciendo el porcentaje de pacientes con resistencia al

Clopidogrel (1).
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2.4 Citometria de flujo en Plaguetas

En la década de los 60 comenzo6 a desarrollarse la técnica de citometria de
flujo, pero los primeros trabajos basados en esta técnica aplicados al estudio de
las plaquetas, aparecieron a finales de la década de los 80. Los ensayos de
citometria de flujo complementan e incluso pueden remplazar los estudios
convencionales de funcion plaquetaria (29).La funcionalidad plaquetaria puede ser
evaluada por variadas metodologias que detectan alteraciones morfolégicas,
bioguimicas y de la composiciébn de la membrana, asociadas a la activacion
celular. Entre los principales métodos utilizados para analizar la funcién
plaguetaria se cuentan los métodos basados en la agregacion plaquetaria, los
basados en la liberaciébn de productos plaquetarios, los métodos basados en el
andlisis microscopico y el analisis por citometria de flujo.

Es una técnica multiparamétrica muy util para la evaluacion funcional en
células individuales mediante métodos basados en la bioquimica celular y que
han permitido revelar cambios méas precoces en el estado de activacion
plaguetaria que los revelados por métodos clasicos, como el de agregacion.

Este ensayo y otras determinaciones complementarias por citometria de
fluo pueden resultar utiles para monitorizar los efectos generales de los
tratamientos y para detectar eventuales subpoblaciones de plaquetas que
respondan de forma heterogénea a la terapéutica. Por otra parte, la capacidad
multiparamétrica de la citometria de flujo constituye una aproximacion adecuada a
la investigacion (29) investigacion de la utilidad de los ensayos funcionales para
optimizar la dosificaciébn antitrombotica de cara a un tratamiento seguro y eficaz
(30).
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2.3.1 Fosforilaciéon 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 inhibicion del receptor P2Y 15
mientras que la forma de VASP no fosforilado se asocia al estado activo de este.

El VASP se encuentra a acoplado a proteinas G y estas a su vez al
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y Fosfatidil Inositol 3-Cinasa (PI-3K) (27,28).

La prostaglandina E1 es un activador de la fosforilacion del VASP, a travées de la
activacion del AMPc dependiente de protein cinasas (33).

Por tanto los niveles de fosforilacion y desfoforilacion del VASP reflejan la
inhibicién/activacion del receptor P2Y 1, (34).

La fosforilacion de VASP, asociada a la inhibicion del receptor P2Y1,, 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 (35).
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2.5 Disfuncion Endotelial.

La patogenia de la enfermedad coronaria implica dos procesos
interdependientes: la aterosclerosis y la trombosis; de ahi que se emplee el
término aterotrombosis para definir el proceso subyacente. La aterotrombosis es
un proceso cronico dinamico de la pared vascular en el cual, durante las fases de
inflamacion y actividad trombotica, subyace la presentacion de los SCA (36,37).

La disfunciéon endotelial y la inflamacion son las piedras angulares que
promueven la enfermedad aterosclerotica. Multiples factores, tanto locales (estrés
oxidativo, fuerzas de cizallamiento) como sistémicos (los factores de riesgo
clasicos: diabetes, tabaquismo, hipercolesterolemia e hipertension arterial), han
sido implicados en la iniciacion, progresion y perpetuacion de la disfuncion
endotelial (38). Los factores de riesgo tradicionales se han vinculado
epidemiolégicamente a una alta incidencia de complicaciones aterotrombdticas.
Recientes estudios anatomopatoldgicos, experimentales y clinicos han ayudado a
comprender mejor los mecanismos celulares y moleculares subyacentes que
vinculan a los factores de riesgo con el proceso aterosclerético, y por qué un
control agresivo de tales factores puede reducir o prevenir nuevos SCA en
pacientes con aterosclerosis (39, 40).

Entre las causas de disfuncion endotelial, se encuentran los factores de
riesgo cardiovascular y los factores hemodinamicos, pues se sabe que el endotelio
se dafia en los lugares donde hay mas turbulencia de la sangre. En particular
destaca el papel de los lipidos, ya que el aumento en su concentracion plasmatica
puede llevar a su acumulacién en el espacio subendotelial donde, tras sufrir
diversas modificaciones, estimulan la expresién de moléculas de adhesion y se

inicia el proceso inflamatorio.
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La disfuncion endotelial marca el inicio de la enfermedad aterotrombotica. El
endotelio desempefia un papel central en la homeostasis vascular mediante la
produccion balanceada de moléculas vasodilatadoras y antimitdgenas (6xido
nitrico NO vy prostaciclina) y de factores vasoconstrictores y mitdgenos
(endotelina-1 ET-1 y la angiotensina 1) (41). El endotelio posee también
propiedades antitromboticas y fibrinoliticas, activando a la antitrombina IlI, al
inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) y al activador del plasmindgeno tisular (t-
PA), e impidiendo la expresion del FT activado y del inhibidor del activador el
plasminégeno (PAI-1). El NO liberado por el endotelio es la molécula clave para el
mantenimiento de la homeostasis, ademas de poseer una funcién
vasorreguladora, disminuye, la agregacion plaquetaria y la adhesion de monocitos,
evita la proliferaciéon de las células musculares lisas (CML) y preserva de la
oxidacion a las lipoproteinas de baja densidad (LDL)17. Tiene también un efecto
antiinflamatorio, aumentando la produccion del NF-kB, un factor de transcripcion
implicado en la regulacién de mdultiples genes proinflamatorios que expresan
citocinas, ICAM-1, VCAM-1y E-selectina, lo que facilita la activacién y migracion

de monocitos(42).
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2.5.1 Moléculas de Adhesion.

Las moléculas de adhesion son clave en el reclutamiento celular hacia el
interior de la pared vascular. Dado que sus formas solubles pueden aparecer en el
plasma, diversos trabajos han relacionado sus concentraciones con el riesgo de
eventos cardiovasculares.

En poblaciones sanas, la molécula de adhesion ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule-1) muestran mayores concentraciones en sujetos sanos que van a tener
un infarto agudo de miocardio (IAM).Ademas las concentraciones de ICAM-1
predecian eventos coronarios y el desarrollo de aterosclerosis carotidea, y
ademas, habia asociacion entre ésta y las concentraciones de selectina E- soluble
(43). En cuanto a la P-Selectina, el Women’s Health Study mostré que era
predictora de eventos cardiovasculares (44).

Actualmente ha surgido la hip6tesis de que los niveles incrementados del Factor
de Von Willebrand en pacientes después de una Intervencion Coronaria

Percutanea (ICP) reflejan Dafio Endotelial (45).

2.4.1. a. Factor de Von Willebrand (FvW)

Existen moléculas que guardan una relacion estrecha con procesos de
activacion plaquetaria, entre ellas destaca el Factor de Von Willebrand,
glicoproteina multimérica de elevado peso molecular presente en el plasma
sanguineo y producida de forma constitutiva en el endotelio (en los cuerpos
Weibel-Palade), en los megacariocitos (los precursores de las plaquetas) y el

tejido conectivo subendotelial.
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El FYW interviene tanto en los procesos de adhesion como en los de
agregacion plaquetaria: las plaquetas tienen dos receptores distintos para el factor
de Von Willebrand, la glicoproteina Ib en el complejo GP |b-V-IX y el complejo
GP lIb-llla. La union de la primera esta involucrada en el establecimiento del
contacto inicial entre plaquetas y la superficie trombogénica, es decir la adhesion,
donde el factor de Von Willebrand actia como puente entre los componentes de la
pared vascular y receptores especificos de la superficie plaquetaria. EI complejo
GP llb-llla se une al factor de Von Willebrand durante la activacién plaquetaria
mediando la liberacion de las proteinas plaquetarias en la superficie y por
consiguiente la agregacion (45)

Los niveles incrementados del FWW en plasma han sido reportados como
marcador de disfuncion endotelial en pacientes con infarto agudo miocardico, y

después de la angioplastia coronaria (46).

2.4.1. b. P-Selectina.

La P-Selectina (CD62P), es una molécula de adhesion que pesa 140 KD, y
se extiende aproximadamente 40 nm en la superficie endotelial. Ha sido de
interés, gracias a la funciébn que desempefia como modulador de la interaccion
entre las células sanguineas y el endotelio vascular. Su forma soluble en plasma
ha sido utilizada como predictor de eventos cardiovasculares. Se encuentra
presente en la superficie externa tanto del endotelio activado como de las

plaquetas activadas (47,48).
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La P-Selectina es particularmente responsable de la adhesion de ciertos
leucocitos (neutofilos, monocitos y linfocitos) y plaquetas al endotelio. Varios
modelos han demostrado el importante papel de de la p-selectina en los procesos
de aterogenesis. El incremento de la expresion de P-Selectina ha sido demostrado
en placas ateroscleréticas activas y los niveles incrementados de P-Selectina
soluble han sido también demostrados en una variedad de desordenes

cardiovasculares, incluyendo la enfermedad arterial coronaria.

NH, EZOEIOOO000O®®— _ — COOH

Fig. 4 Estructura de la molécula de P-Selectina.
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3. 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 cardio-cerebrales vasculares mayores en lapsos cortos de tiempo,
provocados por un estado de activacion tanto plaquetaria como endotelial a pesar
del tratamiento antiplaquetario. Este problema ha llegado a ser tan importante que
se ha acuiiado el término “Resistencia a Clopidogrel”.

En la poblacion mexicana no existen estudios publicados que indiquen el

grado de respuesta a Clopidogrel.

4. HIPOTESIS.
Existe una respuesta eficiente al tratamiento con Clopidogrel en pacientes

con enfermedad arterial coronaria sometidos a cateterismo cardiaco.
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5. OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la respuesta al tratamiento con Clopidogrel en pacientes con
enfermedad arterial coronaria sometidos a angiografia y/o intervencién coronaria
percutanea, mediante la cuantificacion de biomarcadores de actividad plaguetaria

y endotelial.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

» Evaluar el efecto antiplaquetario del Clopidogrel mediante la persistencia
de VASP fosforilado 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 y un mes posteriores al inicio del tratamiento con dosis de

carga de Clopidogrel.

» Determinar la concentracion plasmatica de biomarcadores de disfuncion
plaquetaria y endotelial: Factor de Von Willebrand, P-Selectina Soluble.

» Correlacionar los estados de activacion plaquetaria y endotelial con el

estado clinico de los pacientes incluidos en el estudio.
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6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Sitio de estudio.

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

6.2 Seleccion de la muestra.

Pacientes con Enfermedad Arterial Coronaria que ingresaron a la sala de
hemodinamia con angiografia programada y que reciban dosis de carga de 600mg
de Clopidogrel de 6-10 previas en el periodo comprendido de Diciembre de 2008 a
Septiembre de 2009.

Todos los pacientes incluidos firmaron la carta de consentimiento informado

antes del procedimiento.

6.3 Tipo de estudio.

Estudio de cohorte prospectivo longitudinal con dos grupos.
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6.4 Criterios.

Criterios de inclusion.

Pacientes con Angiografia que fueran sometidos o no a intervencion
coronaria percutanea (ICP), y que reciben una dosis de carga de 600 mg de

Clopidogrel 6-10 horas previas.

Criterios de exclusion.

e Pacientes con infarto agudo miocardico con elevacion del segmento ST

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

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

e Pacientes sometidos a tratamiento con Omeprazol.

e Pacientes con alteraciones hepaticas.

Criterios de eliminacion.

e Pacientes que decidieron retirarse del estudio.

e Pacientes cuyas muestras bioldgicas no fueron procesadas/almacenadas
en las condiciones idoneas y por lo tanto no aseguraron su calidad
bioldgica.

e Pacientes cuyas muestras sanguineas resultaron lipémicas (corroborado

por el perfil de lipidos) o hemolizadas.
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Grupo Control.
Pacientes que ingresaron a sala de hemodinamia para angiografia
coronaria diagnostica, y en quienes no se realizd intervencion coronaria

percutdnea con implantacion de stent.

6.5 Toma de Muestras.

Se obtuvo una primera muestra de sangre (basal) por puncién femoral o
radial previo a la intervencion percutanea y 2 muestras de sangre en las visitas
de seguimiento (24 horas y 1 mes) las cuales se obtuvieron por puncién venosa
en el antebrazo, a cada paciente tanto del grupo experimental como del grupo
control, estas muestras seran recolectadas en tubos de sangre con anticoagulante
citrato sédico. Las muestras fueron procesadas en un lapso no mayor a 48 horas,
para la evaluacion de la actividad plaquetaria. La determinacion de biomarcadores
de disfuncién endotelial se realizé en plasma sanguineo, estos fueron congelados
a -70°C hasta el momento de su estudio para la determinacién de biomarcadores.

Todas las muestras se analizaron en una misma sesion para cada una de

las determinaciones, con el fin de evitar la variacion inter-ensayo.
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6.6 Metodologia.

Para la determinacion de los marcadores de activacion plaguetaria/endotelial

se utilizaron los siguientes métodos:

TECNICA DE FOSFORILACION DEL VASP POR CITOMETRIA DE
FLUJO. Para la evaluacion del estado de fosforilacion del VASP, se utilizo
como muestra la sangre total y un kit estandarizado de citometria de flujo
para analisis de plaguetas. La muestra recolectada previamente en un tubo
con citrato de sodio para la obtencién de sangre total fue incubada en un
primer tubo de propileno con prostaglandina E1 (PGE1) y en un segundo y
tercer tubo con PGE1 y adenosin difosfato de sodio (ADP) por 10 min con
agitacion vy fijada con paraformaldehido, posteriormente cada plaqueta fue
permeabilizada con un detergente no i6nico. Se incorpora el anticuerpo
monoclonal primario dirigido contra el VASP, seguido de un anticuerpo
secundario anti-VASP conjugado con isotiocianato de fluoresceina, mas el
anticuerpo de deteccion plaquetaria dirigido contra el CD62 marcado con
ficoeritrina (anti-CD62-PE).La duracion total de La preparacion no excede
los 30 minutos. El analisis fue realizado en un citometro EPICS XCL
(Beckman Coulter) analizando al menos 5000 plaquetas con una velocidad
de lectura media. 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 siguiente férmula:

%IRP= IMF (PGE1) - IMF (PGE1+ADP)/ IMF (PGE1) X 100.

(ANEXO 1)
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TECNICA DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE FvW Se utilizo la
técnica de ELISA tipo sandwich, con un kit comercial estandarizado. El tipo
de muestra usado fue el plasma sanguineo. La placa de ELISA se
encontraba estabilizada con un anticuerpo monoclonal dirigido contra el
FVW, el cual fue incubado con el plasma sanguineo durante 1 hora con
agitacion continua, posteriormente se incorporaba una solucién que
contenia un segundo anticuerpo anti-FVW marcado con peroxidasa en
cada pozo de la placa y se incubaba por 1 hora, a continuacion se
realizaban lavados con un solucion amortiguadora de fosfatos y se
agregaba el sustrato de la enzima y se incubaba durante 18 minutos dando
lugar a una reaccién colorida, dicha reaccién fue terminada con la
incorporacion de Acido sulfurico. Esta intensidad de color de la reaccion fue
procesada en un lector de ELISA Stat-Fax a 450 nm usando un filtro de
referencia de 630 nm.

TECNICA DE ELISA PARA LA DETERMINACION DE P-SELECTINA
SOLUBLE. Se utilizo la técnica de ELISA tipo sandwich, con un kit
comercial estandarizado. El tipo de muestra usado fue el plasma
sanguineo. La placa de ELISA se encontraba estabilizada con un
anticuerpo monoclonal dirigido contra la P-Selectina soluble, en este ELISA
se realizaron lavados con solucion amortiguadora de fosfatos antes de
iniciar con la incubacion, a continuacién se agregaba el plasma sanguineo
a cada uno de los pozos de la placa y se incorporaba el segundo anticuerpo
anti-P-Selectina monoclonal marcada con peroxidasa y se incubaba durante
2 horas con agitacion continua, posteriormente se realizaban lavados con
solucion de fosfatos, y se agregaba la solucién que contiene el sustrato de
la enzima se incubaba por 15 minutos y se agregaba una solucion de paro
con acido sulfurico, la reacciéon colorida fue procesada en un lector de
ELISA Stat- Fax a 450 nm, usando un filtro de referencia de
630 nm. (ANEXO 1)
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6.7 Variables de estudio.

e Resistencia al Clopidogrel: Definida como un indice de Reactividad
Plaquetaria (IRP) >69% (Siller-Matula et al. 2008)

e Baja actividad plaquetaria/endotelial por biomarcadores: Niveles inferiores
a punto de corte establecido en sujetos sanos: media- 2DS.

e Intervencién Coronaria percutanea (ICP).

e Evento Cardio-cerebro vascular mayor (MACCE).

e Hipertensién Arterial.

e Dislipidemia.

e Diabetes.

e Tabaco.

6.8 Andlisis Estadistico.

Se utilizo estadistica descriptiva (medias y desviacion estandar) asi como la
estadistica inferencial (Xi’, Razén de momios de prevalencia y Coeficiente de
Correlacion de Spearman de rangos ordenados), con un nivel de significancia
estadistica p<0.05 y un indice de confianza de 95%. El andlisis estadistico se
llevo a cabo usando los programas Excel Microsoft Office 1997-2003 y SPSS

version 17.
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6.9 Consideraciones éticas y prevencion de riesgos.

El presente estudio, se realiz6 de acuerdo a la normatividad vigente y
siguiendo los lineamientos de la mas reciente revision de la declaracion de
Helsinki y las Buenas Practicas Clinicas.

Este proyecto fue apegado estrictamente a la normatividad vigente por la
Secretaria de Salud para los estudios en humanos. El proyecto fue presentado al
comité de Etica e Investigacién del Hospital General “Dr. Miguel Silva” y se obtuvo
la correspondiente aprobacién. Se realiz6 una carta de consentimiento informado
(ANEXO 1) la cual fue presentada a cada uno de los pacientes participantes en el
estudio para su respectiva firma, la cual enfatiz6 la naturaleza del estudio, su
caracter voluntario, los investigadores responsables, la ausencia de riesgos para
su salud, los beneficios esperados, la manera como se pretende cuidar su
integridad, la naturaleza confidencial de los datos y la salida voluntaria en caso de
que asi se desee. A los pacientes que en alguna de las pruebas se detecto como
anormal se les informd y orientd para que tuviera asesoria médica especializada

y completara su estudio y de ser necesario, la modificacion de su tratamiento.
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7. RESULTADOS.

Se integré una cohorte de 21 pacientes con enfermedad arterial coronaria,
de los cuales 15 (71.42%) fueron sometidos a Angioplastia Coronaria, y 6
(28.57%) sometidos a Angiografia Diagnostica. De los 21 pacientes estudiados, 15
(71.41%) pertenecian al sexo masculino y 6(28.57%) al femenino. La edad
promedio fue de 66.23 afios con una desviacion estandar de 9.92 afios y un rango
de 44 a 79 afios. Las caracteristicas basales de los pacientes por grupo de

estudio se resumen en la tabla 2.

Grupo con Angioplastia. Grupo Control.
n=15 n=6

Edad, afios 68.46+9.56 60.66+9.26
Hombre 11 4
Mujer 4 2
Hx.Familiar 2(13.33%) 3(50%)
Tabaco 9(60%) 3(50%)
Diabetes 11(73.33%) 5(83.33%)
Hipertension 11(73.33%) 5(83.33%)
Dislipidemia 13(86.66%) 5(83.33%)
Complicaciones 1(6.66%) 1(20%)
Tipo de Stent: _
Medicado 11(73.33%)
Convencional 4(26.6%)

Tabla 2.Caracteristicas Basales
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Determinacion de indice de Reactividad Plaquetaria IRP por citometria de

flujo.

Se determinaron los IRP en las muestras basales, 24 horas y un mes post
Cateterismo cardiaco. La prueba mostr6 que el 88.52% de los pacientes
exhibieron buena respuesta inhibitoria del medicamento. Sin embargo, existe un
11.48% de los pacientes que presentan baja respuesta al antiplaquetario.

Observamos que existe variabilidad interindividual en la respuesta al
agente antiplaquetario, en la muestra basal se obtuvieron IRP en un rango de
10.38 a 81.35 %, en la muestra de 24 horas el rango fue de 8.51 a 91.34% y un
mes posterior a la angioplastia, el rango fue de 1.00 a 84.00%. Para comparar las
medias de los IRP obtenidos, se utilizO una prueba de T de variables
dependientes, con un intervalo de confianza de 95% y se compararon las medias
de los IRP Basales con los IRP 24 Horas (p=0.346); IRP 24 horas con IRP un mes
(p=0.423) y IRP Basal con un mes (p=0.850) (Gréfico 1).
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Grafico 1. indice de reactividad Plaquetaria Basal, 24 horas, 1 mes.
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En el Grafico 2 se muestran los IRP individuales, mostrados en nuestra
poblacién de estudio Basal, 24 Horas, 1 mes post angiografia y/o angioplastia.

Como se observa en este grafico, la variabilidad en la respuesta es alta.
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Grafico2. IRP mostrados por los pacientes del estudio.
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Determinacion de la concentracion plasmaéatica del Factor de Von Willebrand

por Ensayo de ELISA.

Se determinaron las concentraciones plasmaticas del FYW en las muestras
basales, 24 horas y un mes posterior al cateterismo cardiaco. Observamos una
media 212.46+£50.83 con un rango de 101.7 a 300 mU/mL en la muestra basal,
una media de 233.51+ 45.30 con un rango de 148.30 a 298 mU/mL en la muestra
a las 24 horas y una media de 218.63+30.54 con un rango de 150.60 a 280
mU/mL en la muestra un mes posterior. Para comparar estos resultados, se utilizé
una prueba de T de variables dependientes, con un intervalo de confianza de 95%
y se compararon los resultados de FvW Basales con los FYW a las 24 Horas
(p=0.145); FYW 24 Horas con los FvW al mes (p=0.206) y FYW basal con FvW un
mes (p=0.576) (Grafico 3).
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Grafico 3. Factor de Von Willebrand de Controles, Basal, 24 Horas, 1Mes

Ademas se incluy6 un grupo de 20 sujetos sanos, con el fin de establecer
valores de referencia para nuestro laboratorio (7.68 - 142.74 mU/mL). Los
resultados obtenidos en este grupo de sujetos sanos fueron comparados con los
resultados obtenidos en las muestras basales, 24 horas y 1 mes posterior al
cateterismo. Encontramos una diferencia significativa al comparar la concentracion
de FVW de sujetos sanos con las concentraciones que presentaron los pacientes,

tanto en la muestra basal, 24 horas y 1 mes (Grafico3)
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Gréfico 4. Resultados de FvW individuales en muestras basales, 24 horas, 1 mes.
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Determinacion de la concentracion plasmatica de P-Selectina soluble por
ensayo de ELISA.

Se determinaron las concentraciones en plasma de P-Selectina soluble en
las muestras de pacientes. Observamos una media de 177.33+ 165.16 con un
rango de 26.9 a 635.7% en la muestra basal, una media de 177.80+176.33 con un
rango de 31.50 a 674.3% en la muestra a las 24 horas y una media de
164.00+203.82 con un rango de 26.40 a 780% en la muestra un mes posterior a

angiografia y/o angioplastia.
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Grafico 5. P-Selectina de Sujetos sanos, Basal, 24 horas, 1 mes.
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También se incluyé el grupo de 20 sujetos sanos para establecer valores de
referencia para nuestro laboratorio (14.73- 140.41 ng/mL). Al llevar a cabo el
analisis estadistico encontramos una diferencia significativa al comparar P-
selectina basal con la P-selectina de los sujetos sanos (p=0.012), asi como
P-selectina a las 24 horas comparada con los sujetos sanos (p=0.022). En el caso
de P-selectina un mes post angiografia y/o angioplastia, comparada con controles
no se alcanza una p significativa, sin embargo se observa una tendencia a la

significancia estadistica (p=0.097) (grafico 5)
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Grafico 6. Resultados individuales de P-Selectina basal, 24 horas, 1 mes.
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Variables independientes.

Para evaluar los resultados obtenidos de las variables independientes se

aplico una prueba T con un un intervalo de confianza de 95%.

% Relacionamos el género de los pacientes con los IRP, niveles plasméaticos
% de FVW y P-selectina Soluble basal, 24 horas y un mes post
angiografia/angioplastia. Encontramos una diferencia significativa (p=0.03)

entre los IRP a las 24 horas, entre hombres y mujeres.

IRP n MEDIA D.E P
24 HORAS (%)

GENERO
Hombre 15 36.08 20.76 0.03
Mujer 6 56.03 35.48

Tabla 3. Relacién del IRP 24 horas con el género.
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También realizamos la comparacion de los pacientes hipertensos y los no
hipertensos con los IRP y los diferentes biomarcadores incluidos en el
estudio. Encontramos que los niveles plasmaticos de P-selectina basal y a
las 24 horas se encuentran incrementados en los pacientes hipertensos con

una diferencia significativa (p=0.033 y 0.039 respectivamente) (Tabla 4).

P-SELECTINA
P
SOLUBLE. n MEDIA. D.E
BASAL

Hipertensos 16 213.4 17.23 0.033
No hipertensos 5 617 55 4

24 HORAS

Hipertensos 16 210.6 190.6 0.039
No hipertensos 5 72.7 334

Tabla 4.Relacion P-Selectina e Hipertensos.
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+ Dos pacientes de los pacientes incluidos en este estudio presentaron
eventos cardio-cerebro vasculares mayores (MACCE) en el periodo de
estudio. El evento presentado fue muerte en ambos casos. Al comparar los
resultados de dichos pacientes encontramos una diferencia significativa
(p=0.022) entre los pacientes que murieron, al relacionarlos con niveles

plasmaticos muy elevados de P-selectina basal.

P-SELECTINA n MEDIA. D.E 0
SOLUBLE
BASAL
MACCE 2 397.9 336.2 0.022
Sin MACCE 19 154.1 134.3

Tabla 5. Relacion de la P-Selectina Soluble Basal y MACCE.
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8. DISCUSION.

Al analizar los resultados obtenidos en el presente estudio destaca
principalmente una marcada eficacia variable del Clopidogrel que existe en el
grupo de pacientes incluidos en el estudio.

La variabilidad de respuesta al Clopidogrel es un concepto que ha derivado
de la preocupacion de que algunos pacientes puedan no estar adecuadamente
protegidos de la activaciéon y la agregacion plaquetarias y, por lo tanto, estan
expuestos a un mayor riesgo trombético (49). De acuerdo a los resultados
encontrados en el presente estudio, esta respuesta variable prevalece en los tres
grupos: Basal, 24 horas y 1 mes.

En el presente estudio, se utilizé la técnica de fosforilacion de VASP/P,Y 1,
que con el fin de obtener el indice de Reactividad Plaquetaria (IRP) el cual
permitiera la monitorizacion de la actividad plaguetaria en estos pacientes. El
Ensayo original del VASP fue descrito por Schwartz et al en 1997 (50) y
modificado por Barragan y cols en el 2003 (51). En el estudio realizado en
Strasbourg Francia, por Aleil et al en el 2005 (3), 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, ademés 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. Este rasgo marco la
diferencia con otros estudios anteriores realizados en plaguetas y también
mediante citometria de flujo, en los cuales es necesaria la obtencion previa de

plasma rico en plaquetas.
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El uso de sangre total asegura que dicha sangre ha sido minimamente
manipulada, lo que elimina totalmente la posibilidad de activacion plaguetaria
debida a centrifugacién. Otro estudio realizado por Bonello y cols. en 2008 (1),
destaca la importancia de que la técnica de fosforilacién de VASP por Citometria
de Flujo, es capaz de medir de manera individual la inhibicion del receptor P2Y 5,
el cual es el blanco o lugar de accion del Clopidogrel. Este estudio concluye que
esta técnica es la mas confiable en la monitorizacién de pacientes resistentes al
tratamiento con Clopidogrel que pudieran requerir ajustes en las dosis de
tratamiento.

De acuerdo a lo anterior, el indice de reactividad plaguetaria IRP, es una
medida del porcentaje de reactividad plaquetaria, la cual es inversamente
proporcional a la eficacia del Clopidogrel, es decir a mayores porcentajes de IRP,
menor efectividad del Farmaco. En el estudio prospectivo realizado por Barragan y
cols (51). Se observa una fuerte correlacion entre la trombosis subaguda causada
por la implantacion del Stent y los IRP por arriba del 50%, estos resultados fueron
confirmados mas tarde en un estudio prospectivo que demuestra un muy alto
valor predictivo negativo de eventos cardio-cerebro vasculares mayores (MACCE)
después de la ICP. El punto de corte mas estricto respecto a la buena respuesta
al Clopidogrel, es el establecido por Siller y Matula en 2008 (52) y corresponde al
69%.En nuestro estudio las medias de los IRP no mostraron una diferencia
significativa antes y después del cateterismo cardiaco probablemente debido al
namero de la muestra, sin embargo, observamos que en la muestra de 24 horas
posteriores al cateterismo, un nimero mayor de pacientes (19.04%) presentaba
IRP superiores al punto de corte establecido por Siller y Matula, lo que permite
clasificarlos como bajos respondedores al Clopidogrel.
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La media del IRP de los tres grupos (basal, 24 horas y 1 mes), estan por

debajo del punto de corte establecido para buenos respondedores al tratamiento

con Clopidogrel. Sin embargo en los tres grupos se encontraron pacientes que se

encontraban por encima del punto de corte recomendado como se puede observar

en la siguiente grafica de dispersion de puntos.
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Grafico 5. IRP mostrados por los pacientes del estudio.

45 |

UNIDAD DE HEMODINAMIA, HOSPITAL GENERAL “DR.MIGUEL SILVA”.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISON DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR.IGNACIO CHAVEZ”.




ACTIVIDAD PLAQUETARIA'YY ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ENFERMEDAD ARTERIAL
CORONARIA SOMETIDOS A CATETERISMO CARDIACO Y QUE RECIBAN TRATAMIENTO
ANTIPLAQUETARIO.

En el grafico 5 se puede observar como en los IRP basales solo 1(4.76%)
de los pacientes estuvo por encima del punto de corte, mientras que a las 24
horas el niumero de pacientes que rebasaron el punto de corte fue de 4 (19.04%),
los IRP al mes mostraron 2 pacientes (10.52%) por encima del punto establecido
(52). Sin embargo, los resultados anteriores podrian variar sustancialmente si
dicho punto de corte fuera modificado. El punto de corte que separa la buena
respuesta a la baja respuesta al Clopidogrel es motivo de muy amplia controversia
y la literatura resulta confusa en este aspecto. El estudio realizado por Barragan P
et al en el 2003 (51) establece el punto de corte < 50% para buenos
respondedores al tratamiento con Clopidogrel, mas tarde en el 2008 el grupo
francés de Bonello y cols (1), establece de nuevo este punto de corte < 50% para
buenos respondedores y > 50% para los sujetos que no responden al tratamiento.
Sin embargo al comparar la técnica del VASP/P2Y;, con la agregometria
plaguetaria que es considerado el estdndar de oro para determinar el estado de
agregacion de las plaguetas, observaron que los pacientes que fueron definidos
mediante el uso de esta técnica como bajos respondedores al tratamiento con
Clopidogrel, mediante la técnica del VASP/P2Y, podian ser clasificados como no
respondedores al tratamiento con Clopidogrel usando el punto de corte <50%.
Mas tarde en el mismo afio Siller-Matula y cols, utilizando criterios mas estrictos
establecieron el punto de corte <69% para buenos respondedores. En el presente
estudio se utilizo el punto de corte establecido por este grupo, tratando evitar una
erronea clasificacion de los pacientes como no respondedores, la cual no fuera
consensual ni equiparable con los estudios ya realizados en otros paises o con

otras técnicas ya establecidas tales como la agregometria.

46 |
UNIDAD DE HEMODINAMIA, HOSPITAL GENERAL “DR.MIGUEL SILVA”.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISON DE POSGRADO.
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR.IGNACIO CHAVEZ”.



ACTIVIDAD PLAQUETARIA'YY ENDOTELIAL EN PACIENTES CON ENFERMEDAD ARTERIAL
CORONARIA SOMETIDOS A CATETERISMO CARDIACO Y QUE RECIBAN TRATAMIENTO
ANTIPLAQUETARIO.

Otro de los propdsitos de nuestro trabajo fue estudiar el efecto de la dosis
de carga de 600 mg de Clopidogrel, como tratamiento preventivo de eventos
trombaoticos después de la ICP. En la actualidad en la préactica clinica comidn esta
indicado el pre-tratamiento con dosis de carga de 300mg de Clopidogrel 6 horas
previas a la ICP. En un estudio de prevalencia de la resistencia al Clopidogrel
después del estandar de 300mg de Clopidogrel como dosis de carga se obtuvieron
IRP de 75%, sin embargo, las dosis de carga de 600 mg fueron asociadas con un
mas rapido y mejor efecto antiplaquetario, ademas de que se observé una
reduccion en el porcentaje de pacientes que presentaban resistencia al farmaco
(53,54), otros estudios también sugieren que las dosis de carga de 600mg de
Clopidogrel comparadas con las de 300 mg conducen a un mejor efecto
antiplaquetario sin riesgos hemorragicos (55). En el presente estudio se utiliz6 con
éxito la dosis de carga de 600 mg, no se presentd ningun dato de complicacion
hemorragica ni efecto secundario adverso a la dosis del medicamento.

En las dltimas décadas, existe un profundo interés en la busqueda de
biomarcadores diagndsticos y prondsticos que puedan ser identificados en sangre
de pacientes con enfermedad cardiovascular, con el fin de ayudar a identificar
pacientes que pudieran desarrollar eventos cardiovasculares adversos.

El FYW es un biomarcador bien caracterizado de riesgo cardiovascular y
sus niveles incrementados en pacientes con sindromes coronarios agudos (SCA)
(58). Boneau y colaboradores (59) fueron los primeros en proponer la medicion
plasméatica de FvW como indicador de dafio endotelial en enfermedad
cardiovascular. El estudio realizado por Spiel A y cols. en el 2008 (60), sugiere
qgue existe una fuerte correlacion entre elevadas concentraciones de FVW
plasmatico y la incidencia y pronéstico de SCA, también sugieren que son debido
a la funcion que desempefa el FYW en la formacion de trombos coronarios y la

disfuncion de la microcirculacion de estos pacientes.
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En nuestro estudio uno de nuestros objetivos particulares fue determinar las
concentraciones plasmaticas del FVW, en las muestras basales, 24 horas y un
mes posterior a la angiografia y/o ICP. Comparamos las medias de las muestras
Basales, 24 horas y un mes post angiografia y/o ICP con las concentraciones de
FVW de sujetos sanos, encontramos que los pacientes presentaron niveles muy
elevados del FvW, con diferencias significativas al comparar las concentraciones
de muestras basales con las de sujetos sanos (p=0.001); muestras 24 horas con

las de sujetos sanos (p=0.001) y muestras al mes con las de sujetos
sanos (p=0.001). Es importante destacar que se encontraron concentraciones
plasmaticas del FVYW elevadas en estos pacientes a pesar del tratamiento
antiplaquetario. Lo cual puede explicarse ya que, el FWW es un mediador de
adhesion y agregacion plaquetaria, lo cual puede llevar a cabo a través de su
uniobn con receptores plagquetarios tales como la glicoproteina 1b-V-IX vy
glicoproteina llb-llla.

El Clopidogrel actia sobre las plaquetas inhibiéndolas, por mecanismos
especificos que involucran a la receptores plaquetarios especificos tales como
P2Y, y la glicoproteina llIb-llla, sin embargo el FYW ejerce también su funcion a
través de su unién al complejo Ib-V-1X, el cual no se ve afectado por la mecanismo
de accion del Clopidogrel. Ademéas como pudo observarse durante nuestro estudio
en algunos pacientes no se logro una inhibicion total de plaquetas y por lo tanto la
produccion y accién del FYW continta efectuandose.

No encontramos diferencias significativas en la concentracién del FYW en
las diferentes muestras al comparar el grupo de pacientes sometidos a ICP vy el
grupo control. Esto puede explicarse por el estado de sangre vulnerable que
presentan los pacientes tanto con angiografia diagnostica como los sometidos a
ICP con implantacion de STENT, estado descrito por Badimon JJ en el 2007 (56) y
el cual es inherente a la patologia cardiovascular, independientemente de la

implantacion o no de STENT.
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Realizamos también la determinacion de la concentracion de P-Selectina
soluble en el plasma de los pacientes incluidos en este estudio. Esta
determinacidén se llevo a cabo en las muestras basales, 24 horas y un mes
posterior a la Angiografia y/o ICP. No se encontraron diferencias significativas
entre los dos grupos de estudio, sin embargo si se encontraron diferencias en los
niveles de P-Selectina soluble de pacientes al compararlos con los niveles
obtenidos en sujetos sanos. La diferencia fue de p=0.012 para la muestra basal;
P-Selectina soluble de 24 horas con P-Selectina de sujetos sanos encontrando
una p= 0.022 y P-Selectina al mes con P-Selectina de sujetos sanos, cuya
resultado de p no alcanza una diferencia significativa, obteniendo una p=0.097, lo
cual pone en evidencia que los niveles de P-Selectina soluble al mes se recuperan
0 estabilizan, debido al efecto antiplaquetario que el Clopidogrel logra sobre la
expresion de P-Selectina al mes.

El articulo de Revision realizado por Andrew D y cols en el 2003 (61) el
cual fue publicado por la sociedad Europea de Cardiologia sefala que la
P-Selectina es una molécula de gran interés debido a la funcién que esta
desempefia modulando la interaccion entre las células de las sangre y el endotelio
vascular, ademas su forma soluble ha sido usada con un predictor de Eventos
cardio-cerebro vasculares Mayores. Ademas sefiala que los niveles incrementados
de P-Selectina soluble en el plasma han sido demostrados también en una
variedad de desordenes cardiovasculares, incluyendo la enfermedad arterial
coronaria, hipertension Arterial y fibrilacion Auricular.

En el presente estudio se obtuvieron también resultados interesantes al
relacionar los niveles de P-Selectina Basal, 24 Horas y un mes con los pacientes
que presentaban Hipertension Arterial. Encontrando deferencias estadisticamente
significativas, ya que los niveles plasmaticos de P-Selectina soluble basal
(p=0.033) y P-Selectina soluble a las 24 horas (p=0.039) se encontraron
incrementados en los pacientes hipertensos en comparacion de los pacientes que

no presentaban hipertension Arterial.
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Lo anterior puede atribuirse a la fuerza de cizalludara aumentada de la
sangre (high shear stress) que presentan los pacientes hipertensos lo cual puede
contribuir a la disrupcion del endotelio y esto a su vez a la activacion de las
plaguetas, las cuales como resultado de lo anterior expresaran mayor cantidad de
P-Selectina en sus superficies.

Observamos también un incremento en los niveles de P-Selectina soluble
en la muestra basal de pacientes que sufrieron Complicaciones tales como
eventos cardio cerebro vasculares mayores (MACCE), lo cual puede sugerir a la
P-Selectina soluble como un biomarcador predictivo de eventos cardiovasculares
mayores, sin embargo el nimero de pacientes incluidos en este estudio es
pequefio, pero este hallazgo podria ser un indicio para que estudios multicentricos
evaluaran los niveles de P-Selectina soluble en sus poblaciones de estudio.

Es importante destacar que este hallazgo es el primero reportado en
América ya que la relacion de P-Selectina soluble y MACCE solo habia sido

reportada en la union europea (61)

9. CONCLUSIONES.

e Encontramos claras diferencias de efectividad en la respuesta al
tratamiento con Clopidogrel

e La prueba de fosforilacion de la fosfoproteina estimulada por
vasodilatadores VASP es una prueba confiable para efectuar ajustes
en las dosis de carga y mantenimiento de pacientes con ICP.

e Se obtuvo una buena repuesta antiplaquetaria con dosis de 600mg
de Clopidogrel, sin complicaciones hemorragicas.

e Se encontraron niveles incrementados de FvW, a pesar del
tratamiento antiplaquetario al que estuvo sometida nuestra poblacion

de estudio.
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e Encontramos niveles incrementados de P-selectina soluble, sin
embargo estos niveles no se presentaron tan elevados como en el
FVW.

e Los pacientes hipertensos presentan niveles incrementados de P-
selectina soluble.

e La P-selectina soluble podria ser un biomarcador predictivo de

Eventos Cardio-cerebro vasculares mayores.
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