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ABREVIATURAS

ADP. Adenosin difosfato de Sodio.

AMPc. Adenosin monofosfato ciclico.

CAD. Enfermedad arterial coronaria (Coronary artery disease).
CMF. Citometria de flujo.

COX-1. Cicloxigenasa 1

ECV. Enfermedad cardiovascular.

FVW. El factor de von Willebrand, ademds de su funcién de proteina protectora del factor
VI, es un mediador de la adhesidon de plaguetas en los lugares con dafios vasculares e
interviene en la agregacion plaquetaria.

HRPR. Alta reactividad plaquetaria residual (High residual platelet reactivity).
IAM. Infarto agudo al miocardio.

ICP. Intervencion Coronaria Percutanea.

MFlc. indice medio de fluorescencia corregido.

PGE1. Prostaglandina E1.

PRP. Plasma rico en plaquetas.

PRU. Unidades de reaccion P2Y ;.

IRP. indice de reactividad plaquetaria.

SCA. Sindrome Coronario Agudo.

TAX,. Tromboxano A,.

VASP. Fosfoproteina estimulada por vasodilatadores.
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GLOSARIO.

Agonista. Sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provocar una respuesta
en la célula con el fin de estimular una funcidn, ya sea especifica o adversa.

Angiografia. Técnica radiografica que emplea un colorante que se inyecta en las cavidades
del corazén o en las arterias que conducen al corazén (las arterias coronarias). El estudio
permite medir el flujo de sangre y la presion en las cavidades cardiacas y determinar si las
arterias coronarias estan obstruidas.

Angioplastia. Procedimiento que consiste en introducir un balén para dilatar una arteria
ocluida (total o parcialmente), con el fin de restaurar el flujo sanguineo, obstruido por
placas de colesterol y/o trombo.

Captesina. Proteina con actividad proteolitica cataliza Ila hidrdlisis de proteinas a
polipéptidos. Se encuentra en muchos tipos de células, incluyendo a todas las células de
animales. La mayoria se activan al pH acido que hay en el interior de los lisosomas, por lo

que su actividad suele darse en el interior de dichos organulos.

Colagenasa. Enzima, mas especificamente una metaloproteinasa de matriz que rompe los
enlaces peptidicos de los colagenos que pueden ser tipo (1, II, Ill, IV, V) y que contiene zinc.
Son una familia de enzimas de diversos origenes celulares y especificidades para distintos
sustratos. Estas enzimas aparte de degradar al coldgeno activan la TNF-alpha. La
colagenasa puede ser producida durante una respuesta inmunoldgica, por la citocina que
estimula células como los fibroblastos y los osteoblastos, requieren iones de calcio para

entrar en actividad.

Dopamina. Neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del Sistema Nervioso
Central (SNC) de los mamiferos y participa en la regulacion de diversas funciones como la
conducta motora, la emotividad y la afectividad asi como en la comunicacion

neuroenddcrina.
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Enfermedad de von Willebrand. Trastorno hemorragico hereditario mas comun en los
seres humanos. La caracteristica central de todos los tipos de EVW es la presencia de

cantidades reducidas de FVW o de formas anormales del FVW en el torrente sanguineo.

Glicoproteina. Moléculas compuestas por una proteina unida a uno o varios glucidos,
simples o compuestos. Tienen entre otras funciones el reconocimiento celular cuando

estdn presentes en la superficie de las membranas plasmaticas.

Hemostasis. Conjunto de mecanismos aptos para detener los procesos hemorragicos; en
otras palabras, es la capacidad que tiene un organismo de hacer que la sangre en estado
liguido permanezca en los vasos sanguineos. La hemostasia permite que la sangre circule
libremente por los vasos y cuando una de estas estructuras se ve dafada, permite la
formacién de codgulos para detener la hemorragia, posteriormente reparar el dafio y

finalmente disolver el coagulo.

Homeostasis. Tendencia de los organismos vivos y otros sistemas a adaptarse a las nuevas

condiciones y a mantener el equilibrio a pesar de los cambios.

Integrinas. Las integrinas forman parte de las moléculas de adhesion celular (CAMs: Cell
Adhesion Molecules). Son proteinas de membrana formadas por dos cadenas, la alfa y la
beta. Participan en interacciones con proteinas CAMs de otras super familias en las que se
requiere, en muchos casos, la participacidon de cationes divalentes como el calcio o el
magnesio. Las integrinas pueden interaccionar con componentes de la matriz extracelular
y, a nivel intracelular, interaccionan con proteinas que las conectan funcionalmente con el
citoesqueleto y con enzimas que desencadenan cascadas de sefializacidn. Estas rutas de
sefializacion son integradas en la célula junto con otras sefiales, a veces procedentes de
otros tipos de CAMs, pudiendo respuestas tan diversas como la proliferacion, la migracion,

la diferenciacién, la muerte o la activacidn, segun el caso. Las integrinas juegan un papel
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importante en la patogenia de multiples enfermedades autoinmunes y en el desarrollo de

metastasis en los procesos tumorales.

Interleucinas. Conjunto de citocinas (proteinas que actian como mensajeros quimicos a
corta distancia) que son sintetizadas principalmente por los leucocitos, aunque en algun
caso también pueden intervenir células endoteliales, del estroma del timo o de la médula
Osea. Su principal funcién es regular los eventos que atafien a las funciones de estas
poblaciones de células del sistema inmunitario, como la activacién, diferenciacién o
proliferacion, la secrecién de anticuerpos, la quimiotaxis, regulacién de otras citocinas y
factores, entre otras. Han sido descritas distintas alteraciones de ellas en
enfermedades autoinmunes o en inmunodeficiencias.

Megacariocito. Célula del tejido hematopoyético que deriva de la serie mieloide. En el
proceso de diferenciacion el megacariocito pasa por diferentes etapas que implican la
division del nucleo sin divisién del citoplasma. Se forma asi una célula poliploide de gran
tamafio (60 micras o mas) que permanece alojada en la médula junto a los vasos
sanguineos y emite una serie de fragmentos celulares al torrente sanguineo. Estos
fragmentos celulares son las plaquetas.

Prostaglandinas. Lipidos mediadores autocrinos y paracrinos que actian sobre las

plaquetas, el endotelio, las células uterinas y los mastocitos, entre otros. Se sintetizan en

las células a partir de los acidos grasos esenciales.

Quelante. Compuesto quimico que se une con firmeza a los iones metalicos. En el campo
de la medicina, los quelantes se usan para extraer metales téxicos del cuerpo. También
estdn en estudio para el tratamiento de cancer.

Sindrome de Bernard-Soulier. Segundo mas comun trastorno hemorragico hereditario
gue se produce como consecuencia de defectos en la funcion plaquetaria. Se caracteriza

por, entre otros sintomas, la presencia de plaquetas gigantes.

Trombastenia de Glanzmann. Defecto plaquetario congénito infrecuente, con una
incidencia de 1 por millén que se hereda en forma autosémica recesiva.

Trombocitopenia. Nivel anormalmente bajo de plaquetas en la sangre.

Trombopoyesis. Proceso de formacién de nuevas plaguetas o trombocitos.
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1. RESUMEN

Antecedentes. La funcién plaquetaria y su homeostasis resultan clave en padecimientos
cardiovasculares, por lo que el uso de medicamentos antiplaquetarios estd ampliamente
difundido. La inhibicion del receptor plaquetario P2Y,, mediante la administracién de Clopidogrel y
Prasugrel ha representado un importante avance en el tratamiento farmacoldgico de los
pacientes con enfermedad aterotrombdtica, especialmente en los sindromes coronarios agudos y
en el intervencionismo coronario percutdneo. Los métodos mediante los cuales podemos conocer
el grado de inhibicion de la funcidon plaquetaria se han modificado en los Ultimos afios, sin
embargo no existe un consenso acerca del método ideal para cuantificar dicha inhibicién. Los
ensayos, que podrian ser considerados el estandar de oro, como la agregometria plaquetaria y
técnicas novedosas como la  citometria de flujo son técnicas complejas y restringidas a
laboratorios especializados y/o de investigacidon y por lo tanto resultan poco utiles en la practica
clinica rutinaria. Asi pues, existe la necesidad de un ensayo fiable de respuesta rapida la cual se
pueda realizar directamente en el laboratorio antes de una intervencion coronaria. Por otro lado,
la exactitud de los dispositivos rapidos todavia no esta clara. La prueba Verify Now P2Y,, estd
disefada para superar las limitaciones de ensayos épticos de agregaciéon de plaquetas y se
encuentra entre los llamados “dispositivos a pie de cama” dada la rapidez con la cual se pueden
obtener los resultados. Sin embargo, existen pocos datos clinicos que correlacionen este

dispositivo con ensayos especializados.

Objetivos. Comparar la metodologia de andlisis VASP por citometria de flujo y el uso de un

dispositivo de uso inmediato: Verify Now para el monitoreo clinico de antiplaquetarios orales.

Métodos. Estudio experimental, prolectivo, longitudinal. Se incluyeron muestras de pacientes que
ingresaron a la sala de hemodinamia para angiografia diagndstica y/o angioplastia coronaria, y que
cumplieron con los criterios de inclusidn establecidos, entre los cuales se encuentra el haber
recibido una dosis de carga de 600 mg del antiplaquetario Clopidogrel de 6 a 8 horas previas a la
toma de muestra. Se determind el indice de Reactividad Plaquetaria por ensayo VASP-P2Y;, y

citometria de flujo y las Unidades de Reactividad Plaquetaria mediante ensayo Verify Now P2Y,,,
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en dos muestras en cada paciente: Muestra 1: 6-8 horas post-carga de Clopidogrel y muestra 2: 24

horas después del procedimiento angiografico.

Resultados. 30 pacientes: 26 hombres (86.6%) y 4 mujeres (13.4%), con edad promedio de 60.5 +
11.18 afios. A 16 pacientes (58.3%) se les realizo angioplastia coronaria transluminal percutanea
(ACTP) y a los 14 restantes (38.9%) coronariografia diagndstica. Se encontré una media de los
valores del indice de reactividad plaquetaria (IRP) en la toma post carga de 61.28 + 22.83 y de
165.56 + 89.20 para las Unidades de reaccion P2Y,, (PRU). Se realizo un analisis de correlacion
entre PRU-VerifyNow y el IRP-VASP de acuerdo a la prueba de Pearson en el cual se encontré una
correlacién entre ambas de 0.774. Los pacientes fueron estratificados en cuartiles de acuerdo al
porcentaje de IRP, se sugirié una clasificacion en la que un IRP <50% correspondia a pacientes con
buena respuesta al Clopidogrel, un IRP >50% pero menor de 69% se consideraron pacientes con
alta reactividad plaquetaria en tratamiento (ARPET) y aquellos pacientes con un IRP >69% fueron
clasificados como «no respondedores» al antiplaquetario. Se tomo un PRU >230para la

identificacién de pacientes «no respondedores» al tratamiento con Clopidogrel.

Conclusiones. Se observo una buena correlacién entre PRU-VerifyNow y el IRP-VASP. La
frecuencia total de la resistencia a clopidogrel fue del 40.0% en VASP-IRP y el 33.3% en VerifyNow-
PRU. El dispositivo VerifyNow es una prueba que permite estudiar la funcidn plaquetaria a pie de
cama, el alto grado de correlacién observado proporciona una nueva alternativa, adecuada para
poder para guiar la terapia antiplaquetaria y poder definir un pronostico de manera rapida y
sencilla, sin embargo la determinacion del IRP por el analisis VASP/P2Y4, permite la identificacidn
de pacientes con ARPET proporcionando mayor confiabilidad en la monitorizacién de pacientes en

tratamiento con Clopidogrel.
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2. ABSTRACT

Introduction. Platelet function and homeostasis are key in cardiovascular disease, so the use of
antiplatelet drugs is widespread. The platelet P2Y;, receptor inhibition by Clopidogrel and
Prasugrel has represented a major advance in the pharmacological treatment of patients with
atherothrombotic disease, especially in acute coronary syndromes and percutaneous coronary
interventions. The methods by which we can determine the degree of inhibition of platelet
function have changed in recent years; however, the ideal method to quantify such inhibition has
not yet been agreed. The tests, which could be considered the gold standard, as platelet
aggregometry and novel techniques such as flow cytometry VASP phosphorylation techniques are
complex and restricted to specialized laboratories and / or research and therefore are not very
useful in routine clinical practice. Thus there is a need for a rapid response reliable assay which can
be performed directly in the laboratory before coronary intervention. Moreover, the accuracy of
the fast assays still unclear. Verify Now P2Y,, the test is designed to overcome the limitations of
optical tests of platelet aggregation and is among the so called "point of care" given the speed
with which you can get the results. However, there are few clinical data to correlate this device

with specialized tests.

Objectives. To compare flow cytometry VASP phosphorylation assay and point of care: VerifyNow

System to evalue response to antiplatelet treatment with Clopidogrel.

Methods. Study experimental, prospective, longitudinal. We included samples of patients
admitted to the cath lab for diagnostic angiography and / or coronary angioplasty, and who met
the inclusion criteria, among which is the receipt of a loading dose of 600 mg of Clopidogrel
antiplatelet 6-8 hours prior to sampling. Was determined by platelet reactivity index VASP-P2Y,
assay and flow cytometry and platelet reaction units Verify Now P2Y,, assay using, in two samples
from each patient: Sample 1: 6-8 hours post-Clopidogrel loading and sample 2 24 hours after the

angiographic procedure.

Results. 30 patients: 26 men (86.6%) and 4 women (13.4%), mean age 60.5 + 11.18 years. In 16
patients (58.3%) underwent percutaneous transluminal coronary angioplasty (PTCA) and the

remaining 14 (38.9%) diagnostic coronary angiography. We found a mean value of platelet
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reactivity index (PRI) in the post takes charge + 61.28 165.56 + 22.83 and 89.20 for P2Y,, reaction
units (PRU). We performed a correlation analysis between VerifyNow PRU-IRP-VASP and according
to Pearson test which found a correlation between both of 0774. Patients were stratified into
quartiles according to the percentage of IRP, suggested a classification in which an IRP <50% were
patients with good response to clopidogrel, an IRP> 50% but less than 69% patients were
considered high reactivity platelet treatment (ARPET) and IRP patients with> 69% were classified
as patients with low platelet response. It took a PRU> 230para identifying patients with low

response to Clopidogrel.

Conclusions. Good correlation was observed between VerifyNow-PRU and IRP-VASP. The overall
frequency of clopidogrel resistance was 40.0% in VASP-IRP and 33.3% by VerifyNow-PRU. The
VerifyNow device is a test that can assess platelet function at the bedside, the high degree of
correlation observed provides a new alternative, suitable for power to guide antiplatelet therapy
and to define a forecast quickly and easily, however the determining the IRP by VASP/P2Y,,
analysis allows the identification of patients with ARPET providing greater reliability in monitoring

patients on Clopidogrel.
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3. INTRODUCCION

Las plaguetas desempefian un papel preponderante en la fisiopatologia de las
enfermedades cardiovasculares mas comunes. Las enfermedades cardiovasculares son un
problema de salud publica por su alta prevalencia y porque constituyen la principal causa
de muerte de la poblacién adulta en la mayoria de los paises. La inhibicidn del receptor
plaguetario P2Y4, con el empleo de Clopidogrel ha representado un importante avance en
el tratamiento farmacoldgico de los pacientes con enfermedad aterotrombdtica,
especialmente en los sindromes coronarios agudos (SCA) vy en el intervencionismo

coronario percutaneo (ICP).

A pesar de los efectos benéficos 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 mds relevante es la amplia variabilidad existente

en la respuesta inhibitoria plaquetaria.

La importancia de las funciones que desempefian las plaquetas justifica que exista un
interés creciente en el desarrollo de pruebas de laboratorio que permitan valorar su
funcionalidad. Puesto que estas funciones son muy diversas, complejas y estan influidas
por multiples variables, es muy dificil que una sola prueba sea capaz por si misma de

informar de todas las potenciales disfunciones de las plaquetas.
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4. MARCO TEORICO

4.1 ORIGEN Y ESTRUCTURA PLAQUETARIA

Las plaquetas se originan en la medula dsea a partir de fragmentos de citoplasma de los
megacariocitos, carecen de ADN, pero contienen ARN mensajero (ARNm) derivado de los
megacariocitos y la maquinaria necesaria para la sintesis de las proteinas (4), tienen una
vida media entre 7 y 10 dias, periodo en el contribuyen a mantener la integridad del
endotelio vascular. Son células anucleadas que circulan en sangre periférica, miden en
promedio de 2 a 4 micras de didmetro y de 0.6 a 1.3 micras de grosor, poseen una carga

eléctrica negativa en su superficie.

Su concentracién normal en la sangre es de 150 450 x 10 /L y con los eritrocitos y
leucocitos constituyen los elementos formes de la sangre. (6) De la cantidad total de
plaquetas en el cuerpo, 70% se mantiene en circulacidn, mientras que el restante 30%

permanece de manera transitoria pero constante en el bazo.

Su forma y tamafio pequefio permite que las plaquetas sean empujadas hacia los bordes
de los vasos sanguineos, colocandolas en una posiciéon optima para la vigilancia constante
de la integridad vascular. La superficie de las plaquetas tiene un aspecto liso, pero con
aberturas de un sistema de canalizaciones membranosas que comunican a toda la

plagueta, semejando a una esponja.
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Figura 1. Etapas clave en la megacariopoiesis. Las células hematopoyéticas se
diferencian en megacariocitos mediante la exposicion al factor de crecimiento especifico
trombopoyetina. En la maduracion de los megacariocitos tiene lugar un proceso de
endomitosis. Los organelos citopldsmicas se organizan en dominios que representan a
las plaquetas nacientes. La fragmentacion del citoplasma megacariocitico en plaquetas
individuales tiene lugar como resultado de la fuerza de cizallamiento de la sangre en
circulacion. Los organelos intracelulares se distribuyen dentro de la plaqueta en
formacidn, a lo largo de circunferencias concéntricas de microttubulos.

Las plaquetas poseen una estructura celular compleja y se dividen en tres zonas bien
diferenciadas con actividades funcionales especificas: periférica, intermedia y de

organelos (7).

La zona periférica representa la parte mas externa de las plaguetas, constituye una de las
partes fundamentales en los mecanismos de activacion, adhesién y agregacidn plaquetaria

y estd formada por tres capas, la primera formada por glucoproteinas las cuales son

7 FACULTAD DE QUIMICO FAMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.
UNIDAD DE HEMODINAMIA, HOSPITAL GENERAL “DR. MIGUEL SILVA”



VALIDACION DE METODOLOGIA MEDIANTE USO DE DISPOSITIVO A PIE DE CAMA PARA UMSNH
LA EVALUACION DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA
ANTIPLAQUETARIA

responsables de iniciar la respuesta plaquetaria a los estimulos externos a través de
receptores especificos, una membrana plaquetaria constituida por una bicapa lipoprotéica
con glucoproteinas que funcionan como receptores de los agonistas fisiolégicos de las
plaquetas, proteinas adhesivas y ligandos fibrosos como el coldgeno, ademas posee
enzimas importantes para el funcionamiento celular y fosfolipidico; es responsable de Ia
interaccion de la célula con el medio circundante a través de receptores entre las que
figuran las integrinas las cuales se caracterizan por enlazarse a las proteinas. La
submembrana representa la capa mas interna aqui es donde se lleva a cabo Ia

transformacion de las sefiales recibidas en la membrana externa (4,7).

La zona intermedia se encuentra debajo de la zona periférica y constituye la estructura de
la plaqueta. El citoesqueleto forma el sostén para el mantenimiento de la forma discoide
de la plagueta asi como del sistema contractil que, tras la activacién, permite cambio de
forma, prolongacién pseudopddica, contraccion interna y liberacion de constituyentes
granulares. El citoesqueleto comprende entre 30%-50% de la proteina total de la plaqueta

(4,7).

La zona de organelos estd formada por glucégeno, mitocondrias, granulos densos,
granulos alfa y componentes celulares como lisosomas. Estos organelos sirven en los
procesos metabdlicos de la plaqueta y almacenan enzimas y otra gran variedad de
sustancias, criticas para la funcidon plaquetaria (4). Por otra parte en esta zona se
encuentran también los denominados sistemas membranosos integrados por el sistema
tubular denso, que funciona como un reservorio de calcio que es liberado al citoplasma
por diferentes estimulos y el sistema canicular abierto el cual esta conformado por una
serie de canales interconectados y abiertos al exterior el cual permite la salida del

contenido de los granulos durante el proceso de secrecion (4, 7).

8 FACULTAD DE QUIMICO FAMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.
UNIDAD DE HEMODINAMIA, HOSPITAL GENERAL “DR. MIGUEL SILVA”



VALIDACION DE METODOLOGIA MEDIANTE USO DE DISPOSITIVO A PIE DE CAMA PARA UMSNH
LA EVALUACION DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA
ANTIPLAQUETARIA

Tabla 1. Productos liberados por los granulos plaquetarios.

Granulos alfa Granulos densos Lisosomas
Fibrindgeno ATP B- Glucoranidasa
Fibronectina ADP Fosfatasa 4cida
FvW Serotonina
Trombospondina Calcio Catepsina
Vitronectina Magnesio , .

. . Proteinas lisosomales de
Colagenasa Epinefrina
Elastasa Norepinefrina membrana (LAMP-1, LAMP-2,
Inhibidores de proteasas Dopamina
PDGE LAMP-3-CD63)
TGF-b
CTAP-111
PDECGF
PAF

Integrina allbB3 (GPIIb/Illa)
Factor 4 plaquetario

B- tromboglobulina
P-selectina

Factor V

Factor XI

Factor XIII

CAMP

Inhibidor C1 complemento
Proteina S

PAI-1

4.1.1 LAS PLAQUETAS Y SU PAPEL EN LA HEMOSTASIA

Las plaquetas desempefian un papel central en la hemostasia, se trata de estructuras muy
evolucionadas y constituyen un ejemplo de especializacion por las funciones que
desempeiian. La hemostasia normal es el resultado de un conjunto de procesos bien

regulados que cumplen dos funciones importantes, la primera es mantener la sangre en
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un estado liquido no coagulable en los vasos normales y la segunda inducir un tapén
hemostatico localizado y rdpido en el lugar de la lesidn vascular. Cuando ocurre una lesidn
endotelial inicial hay un breve periodo de vasoconstriccidn y se desencadena una serie de
mecanismos cuya finalidad es obstruir la lesién a través de una serie de procesos que
permiten la formacién del tapdn hemostatico, el proceso de transformacidn de plaquetas
inactivas en un tapon plaquetario bien formado ocurre a lo largo de un proceso continuo,
pero puede dividirse en tres etapas: 1) adhesién y cambio de forma, 2) secrecién (proceso

de liberacién) y 3) agregacion (12).

4.1.2 ADHESION PLAQUETARIA.

Cuando ocurre una lesién en la pared de un vaso, quedan expuestos productos
subendoteliales altamente trombdgenicos y se genera una serie de mecanismos que
favorecen la unidn entre la plaqueta y la matriz extracelular (MEC). Un primer mecanismo
es la atraccion electrostatica por la diferencia de cargas y posteriormente una atraccion
enzimatica. El factor Von Willebrand (FVW) facilita la adhesién inicial al unirse al complejo
glicoproteinico (GP) Ib/IX/V. Estas interacciones permiten que la velocidad de circulacién
de las plaquetas disminuya lo suficiente para que tengan lugar otras interacciones de
union en otros pares receptor-ligando, lo que produce una adhesion estdtica. En
particular, la interaccién inicial entre coldgeno y GPVI induce un cambio conformacional
(activacion) en las integrinas de las plaquetas GPlIb/llla y GPla/lla (4,7). El FVW vy el
coldgeno forman solidas uniones con GPIIb/Illa y GPla/lla respectivamente, anclando a las
plaquetas en su lugar. El reclutamiento de otras plaquetas ocurre por medio de una
interaccion plaqueta-plaqueta que es mediada principalmente a través del fibrindgeno y

su receptor, GPlIb/Illa (12).
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4.1.3 SECRECION PLAQUETARIA (PROCESO DE LIBERACION)

Al activarse, las plaquetas sufren cambios morfoldgicos, la forma de las plaquetas cambia
de un disco a una esfera que posteriormente emite multiples extensiones
pseudopoidales, las cuales incrementan la superficie de contacto intraplaquetario. Este
proceso se inicia con la unién de los agonistas a los receptores de la superficie
plaquetaria, y va seguido de una cascada de fosforilacién de las proteinas intracelulares.
La liberaciéon del contenido de los granulos densos es especialmente importante porque
para la cascada de coagulacion se necesita calcio, y porque el adenosindifosfato (ADP) es
un potente mediador de la agregacidn plaquetaria. El ADP aumenta la liberacién de mas
ADP por parte de otras plaquetas. Finalmente la activacion de las plaquetas provoca la
expresion en la superficie de un complejo de fosfolipidos, que proporcionan la nucleacién
critica y los lugares de unidn para el calcio y los factores de coagulacién en la cascada de

coagulacion intrinseca (7,12).

4.1.4 AGREGACION.

El ADP y el tromboxano A,(TxA,) establecen una reaccién auto catalitica, que conlleva a la
formacién de un agregado plaquetario en aumento, el tapdn hemostatico primario. En
esta fase participa fundamentalmente la integrina allbf3 que desempefia un papel
fundamental en la agregacidn plaquetaria al unirse al fibrindgeno y calcio lo que permite
la union con otras plaquetas, sin embargo en el interior de la plagueta también se
desarrollan complejas reacciones de activacién que finalmente van a permitir la reaccién
de liberacion de los granulos intraplaquetarios que favorecen la agregacion plaquetaria

secundaria (7,12).
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4.2 METODOS DE EVALUACION DE LA FUNCION PLAQUETARIA

Las alteraciones en la funcidn plaquetaria estan asociadas a condiciones patoldgicas que
conllevan tanto a disfunciones tromboembdlicas como hemorragicas. Una activacién
plaquetaria excesiva causa trombosis, mientras que la activacidon insuficiente causa
hemorragia. Por esta razon, los estudios de activacién y reactividad plaquetaria son
relevantes en el conocimiento de la fisiopatologia de la hemostasia y en las estrategias
terapéuticas. Los métodos de evaluacidon de la funcién plaquetaria son muy variados,

entre los mas utilizados se encuentran aquellos que se basan en la agregacidn plaquetaria.

4.2.1 AGREGOMETRIA

La medicién de la agregacién de las plaquetas o agregometria plaquetaria fue descrita en
1962 por Born como una técnica para estimar la cinética de la agregacion de las plaquetas
por medio de turbidimetria (medicién de la turbidez o densidad dptica) (2,11). El método
se convirtié de manera rdpida en el patron de referencia para el estudio de la funcién
plaguetaria. La utilidad de estos estudios es muy amplia; sin embargo, hay que destacar
qgue los resultados no son especificos de algun trastorno en particular y que, por el

contrario, puede haber sobreposicién de entidades con un mismo patrén de agregaciéon

(3).

Por lo anterior, se requiere el conocimiento amplio de todas las variables que intervienen

en el desarrollo de la prueba y los resultados posibles.
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4.2.2 CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo (CMF) se inicid en la década de los 60 como un importante avance
en el proceso de contar y medir el tamafio de particulas o células en poblaciones no
homogéneas, es un método de analisis celular multiparamétrico que permite la medicién
rapida de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en
liqguido que producen una sefial de forma individual al inferir en una fuente de luz (15, 21).
El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que corresponden a
diferentes parametros de la célula y que son recogidos por distintos lectores. Estos
convierten dichas sefiales en sefales electrdnicas que posteriormente seran digitalizadas
para permitir la medida simultdnea de varios parametros en una misma célula, una de las
caracteristicas mas importantes de los citémetros de flujo es su capacidad de medir

multiples pardmetros celulares como el tamafio, la forma y la complejidad.

La citometria de flujo en sangre total es una herramienta de laboratorio relativamente
nueva por medio de la cual podemos medir la expresién de proteinas en la célula usando
anticuerpos monoclonales. También ha sido usada para evaluar una amplia gama de
caracteristicas plaquetarias en estudios cientificos y clinicos, estos incluyen multiples
técnicas para la evaluacion de la activacion y reactividad plaquetarias, medicion de los

efectos de agentes antiplaquetarios y monitoreo de la trombopoyesis (21).

Estas técnicas tienen la ventaja de usar sangre total y no estan limitadas en caso de
trombocitopenia, como lo estan la mayoria de las demas pruebas de la funcién
plaquetaria. En general, estas técnicas aun no se utilizan en la practica médica de rutina,
especialmente en el caso de la evaluacién de plaquetas, pero si en la de otras células
sanguineas, por ejemplo, linfocitos o polimorfonucleares para el diagndstico vy

seguimiento de Leucemias.
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4.2.3 ANALISIS DE GLUCOPROTEINAS PLAQUETARIAS

Desde hace ya mucho tiempo la Citometria de Flujo se viene aplicando al estudio de las
células sanguineas. En la actualidad ha cobrado especial relevancia el estudio de las
plaquetas. Si bien, en una primera instancia se ha reservado esta posibilidad a los
laboratorios de investigacion, hoy en dia es factible aplicar estas técnicas para su utilidad
clinica (16). Las plaquetas tienen ciertas caracteristicas que las hacen susceptibles de
estudio por medio de la Citometria de Flujo resultando de gran valor clinico en diferentes
patologias. En los estudios de activacion plaquetaria, los anticuerpos monoclonales se
dirigen frente a glucoproteinas, que durante la activacion modifican su expresiéon
antigénica a nivel de la membrana plaquetaria, la Citometria de Flujo no solamente
permite su deteccidén, sino que ademads tiene algunas ventajas, ya que permite la
identificacion especifica de las plaquetas, por lo cual la presencia de otras células no
interfiere en los resultados. Por otro lado, la caracterizacidon cuantitativa de las anomalias

plaquetarias, permite el monitoreo de seguimiento durante la terapia antiplaquetaria (22).

Tabla 2. Anticuerpos monoclonales cuantificables por Citometria de Flujo

Anticuerpo Estructura Funcion

monoclonal antigénica

CD62P P selectina Activacién plaquetaria

CD41 GPllb Agregacion

CD61 GPllla

PAC-1 GPIIb/GPllla de alta ~ Ambas estructuras conforman el receptor
afinidad para el fibrindgeno

CD42a GPIX Adhesion

CD24b GPlba

CD42c GPIbB Conformacién del receptor del FVW

CD42d GPV

CD36 GPIV Receptor para la trombospondina y el

colageno
CD63 GP53 Proteina lisosomal
CD51 RVN Cadena “a” del receptor de vitronectina
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4.2.4 ANALISIS VASP

La fosfoproteina estimulada por vasodilatadores VASP (Vasodilatador Stimulated
Phosphoprotein) es una proteina plaquetaria intracelular que no esta fosforilada en
condiciones basales. La fosforilacion del VASP estd regulada por la via del AMPc
(Adenosin-monofosfato ciclico). Esta via se activa por la accién de la PGE1 (Prostaglandina

E1l) y se inhibe por el ADP (Adenosin-difosfato) a través de los receptores P2Y1,.

En las condiciones de la prueba, la fosforilacion del VASP se asocia a la inhibicién del
receptor P2Y;,, mientras que la forma del VASP no fosforilado se asocia al estado activo
del receptor P2Yy,. Este analisis es de gran utilidad pues evidencia el efecto de las
tienopiridinas, tales como Clopidogrel y Prasugrel asi como para valorar los efectos in vitro

de los antagonistas del receptor P2Y,.

La citometria de flujo de la fosfoproteina activada por vasodilatadores (VASP-fosforilado)
es un marcador especifico de la actividad del receptor P2Yy, y, por tanto, de la inhibicidon
de la agregacion plaquetaria mediada por el Clopidogrel; sin embargo este método es
caro, requiere la preparacién de la sangre, citometria de flujo y sobre todo, personal

experimentado (20,23).

El indice de reactividad plaquetaria (IRP) se calcula a partir de las medias corregidas de
fluorescencia (MFlc) de la muestra estudiada en presencia de PGE1 sola (PGE1) o de PGE1
+ ADP obteniendo un resultado en una escala porcentual del 1 al 100, lo que nos permite
clasificar a los pacientes como buenos o malos respondedores a la terapia antiplaquetaria

con Clopidogrel (24).

Numerosos estudios han informado de «resistencia farmacoldgica» al Clopidogrel como
un posible predictor de episodios trombdticos tras la Intervencion Coronaria Percutdnea
(ICP), Barragan y colaboradores fueron los primeros en demostrar una asociacién entre la

reactividad plaquetaria post-tratamiento y la aparicion de eventos trombdticos en un
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estudio caso-control de pacientes con ICP. En el estudio realizado por Barragan un indice

de reactividad plaquetaria (IRP) >50% medido por el ensayo VASP se asociod con riesgo de

trombosis. Recientes estudios han observado el valor pronéstico del analisis de la

fosfoproteina estimulada por vasodilatadores VASP, con un valor de corte dptimo para

IRP-VASP entre el 48% y 53%, que es similar al umbral definido por Barragan y cols.

Tabla 3. Puntos de corte sugeridos por diferentes grupos de trabajo para VASP- IRP

medido por citometria de flujo

ESTUDIO PACIENTES NUMERO DE TRATAMIENTO PUNTO DE CORTE
PACIENTES

Barragan vy cols. ICP 46 250 mg Ticlopidina > 50% VASP-IRP
(2003) 75 mg Clopidogrel
Bonello y cols. ICP/stent 144 300 mg/ Clopidogrel >50%VASP- IRP
(2007)
Blindt y cols Alto riesgo de 99 75 mg Clopidogrel > 48% VASP-IRP
(Blindt R, 2007) trombosis del

stent/ICP
Bonello y cols. ICP/stent 162 600 mg Clopidogrel >50%VASP- IRP
(2008)
Guillaume Cayla SCA 49 300 mg Clopidogrel >70% VASP-IRP
y cols. (2008) 75 mg Clopidogrel
Siller-Matula vy ICP 280 600 mg Clopidogrel >69% VASP-IRP
cols (2008) 75 mg Clopidogrel
Bonello y cols. ICP/stent 214 600 mg Clopidogrel >50% VASP-IRP
(2009)
Thomas HRPR 46 100 mg Aspirina > 50% VASP-IRP
Gremmel y cols 75 mg Clopidogrel
(2011)
Alf-Aage R CAD 219 160 mg Aspirina 255% VASP-PRI
Pettersen vy cols. 75 mg Clopidogrel
(2011)
Siller-Matula vy ICP 416 600 mg Clopidogrel >69% VASP-IRP

cols (2012)

75 mg Clopidogrel
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4.3 DISPOSITIVOS DE USO INMEDIATO

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios que han evaluado las pruebas de funcidn
plaquetaria y la evolucién clinica se han basado en técnicas como la agregometria por
transmision de luz o la citometria de flujo. Ambas metodologias presentan algunas
desventajas comunes: no estdn disponibles en la mayor parte de los centros de
diagndstico y hospitalarios, son laboriosas y requieren la intervenciéon de personal
cualificado (3). Estos factores han limitado de manera importante el uso de las pruebas de
funcién plaquetaria en la practica clinica diaria, sin embargo en la actualidad existen
dispositivos que nos permiten realizar estas pruebas de una forma sencilla y facil de

implementar en la misma.

4.3.1 PFA-100

El sistema PFA-100 evalua las multiples facetas de la hemostasia primaria ayudando a una
rapida deteccion de los trastornos plaquetarios. Es un sistema in vitro que simula las
fuerzas de cizalladura al iniciar el proceso de la hemostasia primaria, se ha demostrado
gue es muy eficaz fundamentalmente para la valoracién de los pacientes antiagregados y
para el diagnéstico de disfunciones plaquetarias hereditarias: enfermedad de von
Willebrand, trombastenia de Glanzmann y sindrome de Bernard-Soulier pero menos eficaz
en pacientes con alteraciones hemostaticas desconocidas, ademas de presentar ciertas
limitaciones ya que sélo se debe tratar la sangre con citrato y no con plasma rico en
plaquetas (PRP), los resultados pueden variar segun las concentraciones de citrato, o
segun el grado de quelante calcico del anticoagulante, ademads, puede no ser tan sensible
en detectar los antagonistas plaquetarios del ADP (19). Sin embargo, es importante

destacar que en algunos estudios clinicos, los resultados obtenidos mediante PFA-100 en
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pacientes sometidos a terapia con Clopidogrel han ofrecido escasa correlaciéon con los

resultados obtenidos mediante agregometria dptica o citometria de flujo (26).

4.3.2 VERIFYNOW

Verify Now es el primer sistema para monitorizar de una manera, rdpida, sencilla y precisa
la respuesta individual a multiples farmacos antiagregantes plaquetarios. Se basa en el
mismo principio que la agregacion plaquetaria, es decir, mide la reduccion de la
transmision de la luz (turbidimetria) y cuantifica la luz residual transmitida emplea el
mismo principio que la agregometria dptica, pero mide la aglutinaciéon de capas cubiertas

de fibrinédgeno en sangre completa en respuesta al acido araquiddnico (8).

Sus grandes ventajas frente a la agregacidén plaquetaria son el uso de un pequeno
volumen de sangre total anticoagulada, simplicidad, completa automatizacién del ensayo

y rapidez en los resultados (25).

Aunque este método muestra una buena correlacion con la agregometria por transmisién
de luz, son pocos los estudios que han corroborado su valor prondstico en el ambito
clinico. Es importante destacar que diferentes estudios han utilizado el analisis de la curva
ROC para definir un umbral o punto de corte de la reactividad plaquetaria y de esta
manera identificar el riesgo trombdtico que pudieran presentar algunos pacientes que
presentaran un PRU por encima del umbral. Cabe sefalar que dichos puntos de corte
podrian depender del subgrupo de pacientes estudiados. Hasta la fecha, los valores de
corte se han investigado principalmente en pacientes sometidos a ICP. En la tabla 4 se
puede observar que han sido propuestos diferentes puntos de corte para las unidades de
reaccion P2Y;, (PRU) obtenidas mediante el dispositivo VerifyNow, que pretenden
identificar con precision aquellos pacientes en mayor riesgo de sufrir un evento

trombotico adverso.
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Tabla 4. Puntos de corte sugeridos por diferentes grupos de trabajo para las unidades de

reaccion P2Y, (PRU) medido por VerifyNow.

ESTUDIO PACIENTES NUMERO DE TRATAMIENTO PUNTO
PACIENTES DE CORTE

Price y cols. ICP 380 600 mg Clopidogrel previo ICP 2235 PRU
(2008) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Patti y cols. ICP 160 600 mg Clopidogrel previo ICP 2240 PRU
(2008) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Marcucci R. ICP/SCA 683 600 mg Clopidogrel previo ICP 2240 PRU
(2009) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Valgimigli y ICP 1277 600 mg Clopidogrel previo ICP >235 PRU
cols. (2009)
Breet y cols. ICP 1069 Clopidogrel 75 mg >5 dias >236 PRU
(2010) 300 mg = 24 horas antes de ICP o

600 mg = 4 horas antes de ICP

80-100 mg Aspirina = 10 dias
Thomas HRPR 46 (n=23) 100 mg Aspirina, 75 mg > 235 PRU
Gremmel cols. Clopidogrel
(2011) (n=23) 100 mg Aspirina, 150 mg/d

Clopidogrel
Petterseny CAD 219 160 mg Aspirina 2170 PRU
cols. (2011) 75 mg Clopidogrel
Price y cols. ICP 5429 600 mg Clopidogrel previo ICP > 230PRU
(2011) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Sung Gyun Ahn IAM 1226 600 mg Clopidogrel previo ICP 2272 PRU
cols. (2011)
Haraguchi K. y Neuro 163 75 md Clopidogrel >230 PRU
cols (2012) intervencion 200 mg Cilostazol
Codner P.y IAM/ICP 57 100 mg Aspirina, 600 mg Clopidogrel 2235 PRU
cols. previo ICP, 75 mg Clopidogrel
(2012) mantenimiento

9 FACULTAD DE QUIMICO FAMACOBIOLOGIA.

LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.
UNIDAD DE HEMODINAMIA, HOSPITAL GENERAL “DR. MIGUEL SILVA”



VALIDACION DE METODOLOGIA MEDIANTE USO DE DISPOSITIVO A PIE DE CAMA PARA UMSNH
LA EVALUACION DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA
ANTIPLAQUETARIA

4.4 ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y ANGIOPLASTIA CORONARIA

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son enfermedades del sistema circulatorio, de
etiologia y localizacion diversas. Se clasifican en seis tipos generales segun la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS): cardiopatia coronaria, enfermedades cerebrovasculares,
arteriopatias periféricas, cardiopatia reumatica, cardiopatias congénitas y trombosis

venosas profundas y embolias pulmonares.

Las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo, se calcula que en 2004
murieron por esta causa 17,3 millones de personas, lo cual representa un 30% de todas las
muertes registradas en el mundo, Se calcula que en 2030 moriran cerca de 23,6 millones
de personas por ECV, sobre todo por cardiopatias y se prevé que sigan siendo la principal
causa de muerte.(OMS). En México las ECV ocupan el segundo lugar de mortalidad con
59,579 defunciones al afio, y en Michoacan ocupan el primer lugar con 3,746 defunciones

por aiio (SINAIS 2008).

La Angioplastia Coronaria es un método invasivo no quirdrgico de recanalizacidn arterial,
con la cual pueden beneficiarse aquellos pacientes con angina de pecho o con evidencia
objetiva de isquemia miocdrdica y que presentan obstrucciones en los vasos coronarios
(27). Al determinar la lesidn, se hace pasar un catéter con un baldn en la punta desde la
arteria femoral o radial hasta llegar a la zona afectada en la arteria del corazén (esto se
conoce como angioplastia coronaria transluminal percutdnea o ACTP). Luego, el baldn se
infla, comprime la placa y ensancha la arteria coronaria obstruida para que la sangre
pueda fluir con mas facilidad. Con frecuencia, se acompafia de la implantaciéon de una
endoprotesis vascular (stent) metalica expandible. Las endoproétesis vasculares (stents)
son tubos de malla metalica que se usan para mantener las arterias abiertas después de

una ACTP (63).
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Sin embargo, la rotura de la placa ateroesclerdtica coronaria, ya sea de manera
espontdnea o inducida (al ensanchar la luz vascular en la ICP) provoca una lesién en el
endotelio exponiendo componentes de la matriz vascular que inducen a la activacion de,

las plaquetas circulantes creando un ambiente protrombdtico (28).
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Fig. 2 Angioplastia con implantacion de endoprétesis vascular (stent)

4.5 TERAPIA ANTIPLAQUETARIA

Se ha demostrado que las plaquetas desempefian un papel preponderante en la
fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares mas comunes, incluyendo los
sindromes coronarios agudos, el infarto cerebral, la enfermedad vascular periférica y la
Diabetes Mellitus tipo 2. Por ello, la terapia antiplaquetaria es una herramienta basica en

la prevencion y tratamiento de la patologia aterotrombética (25).
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El tratamiento con farmacos antiplaquetarios constituye la base del manejo clinico de los
pacientes con estas patologias. Los beneficios de los farmacos antiagregantes en el
tratamiento y en la prevencion de enfermedades del sistema cardiovascular ponen de
manifiesto la importancia de las plaquetas. Los farmacos antiagregantes empleados con
mayor frecuencia en el tratamiento y la prevencidn de las complicaciones de las
enfermedades cardiovasculares son la aspirina y el Clopidogrel, solos o en combinacion
(terapia dual) (9). También se cuenta con una nueva opcidn de tratamiento, que ha sido

poco usado en nuestro pais: el Prasugrel.

4.5.1 ASPIRINA

La aspirina (acido acetilsalicilico) produce la acetilacién irreversible de la ciclooxigenasa
(COX) de las plaquetas (isoforma COX-1) y por ello reduce la sintesis de TXA2 (1). Como las
plaquetas son anucleadas y, por lo tanto, incapaces de llevar a cabo la sintesis proteinica,
no pueden reponer la actividad enzimatica, por lo que la inhibicién plaquetaria se
prolonga durante toda la vida de la plaqueta (7-10 dias). La aspirina no inhibe la adhesién
plaquetaria ni la agregaciéon en respuesta a estimulos como el ADP, la trombina, el
colageno, las catecolaminas y el estrés de cizallamiento. Sin embargo, tiene diversos
efectos no plaquetarios tales como inhibiciéon de las prostaglandinas, inhibiciéon de la
sintesis de interleucina 6 en los leucocitos y la reduccion de la actividad de los inhibidores
de la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS), que se cree que contribuyen a explicar por
gué sus efectos beneficiosos son mas que lo que cabria esperar de la simple inhibicion

plaguetaria dependiente de un agonista relativamente débil como es el TXA2 (28).
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4.5.2 CLOPIDOGREL

El Clopidogrel (tienopiridina de segunda generacidon) es un profarmaco que precisa de una

biotransformacién hepatica para ser convertido en su metabolito activo, que es el que

finalmente bloguea el receptor P2Yy, (5). Aproximadamente, el 15% del Clopidogrel

absorbido (el 85% se inactiva por esterasas) se transforma en el higado mediante una

oxidacion en dos etapas por isoformas del citocromo P450 (CYP) (Fig. 3). Dado que la

inhibicién es irreversible, sus efectos persisten durante toda la vida de la plaqueta (10).

Tiene un inicio de accién lento; requiere una dosis de carga (generalmente, 300 o 600 mg,

esta Ultima con efecto mas rdpido y potente) para acortarlo cuando se necesita una

inhibicién plaquetaria rapida, como en el contexto de un SCA o una ICP, y se continta con

una dosis de mantenimiento de 75 mg.
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Figura 3. Mecanismo de accion del Clopidogrel
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A pesar del beneficio clinico del Clopidogrel, un considerable porcentaje de pacientes
presenta eventos isquémicos en el seguimiento. El Clopidogrel presenta una gran
variabilidad interindividual de respuesta, uno de los principales mecanismos implicados en
su eficacia limitada, al condicionar la existencia de un numero de pacientes con una
respuesta disminuida («resistentes» o «no respondedores»), que se asocia con un riesgo

mayor de presentar eventos isquémicos en el seguimiento (13, 14, 64,65).

Los multiples mecanismos que contribuyen a la variabilidad de respuesta al Clopidogrel se

pueden agrupar en factores genéticos, celulares y clinicos (29).

Fig. 4 Posibles mecanismos involucrados en la variabilidad de respuesta al Clopidogrel.
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4.5.3 PRASUGREL

El Prasugrel es una nueva tienopiridina y, como el Clopidogrel, un profarmaco, pero, a
diferencia de este, muestra una rapida y casi completa absorcién tras la ingestidén oral de
su dosis de carga. Se metaboliza a continuaciéon a su forma activa, la cual se une
irreversiblemente al receptor de ADP P2Y;, de las plaquetas durante toda la vida de estas.
La consecuencia es la inhibicion de la activacion plaquetaria y la posterior disminucién de
la agregacion de las plaguetas. El metabolito activo se origina por hidrolisis mediada por la
carboxilesterasa intestinal seguido de la  oxidacién por la enzima citocromo P-450

intestinal y hepatica (30).

El Prasugrel se metaboliza de forma mds efectiva que el Clopidogrel, lo cual le confiere
mayor efecto antiagregante y menor variabilidad en la respuesta plaquetaria, al ser mayor
la cantidad de metabolito activo que llega a las plaquetas. Se inicia el tratamiento con una
dosis de carga de 60 mg y se continda con 10 mg al dia. Los pacientes tratados con
Prasugrel deben tomar AAS (de 75 a 325 mg al dia). Sin embargo en pacientes mayores de
75 afios no se recomienda el uso de prasugrel, ya que tienen mayor riesgo de hemorragias
Yy una mayor exposicion al metabolito activo. Si tras una valoracién individual del beneficio
/ riesgo se estima la utilizacion en mayores de 75 afios debe usarse la dosis de carga de 60
mg y una dosis diaria reducida de 5 mg. De igual forma en pacientes con un peso <60 kg
tienen también un aumento en la exposicion al metabolito activo y un aumento del riesgo
de hemorragia, por lo que debe administrarse una dosis de carga de 60 mg y una dosis

diaria reducida de 5 mg.

5 FACULTAD DE QUIMICO FAMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.
UNIDAD DE HEMODINAMIA, HOSPITAL GENERAL “DR. MIGUEL SILVA”



VALIDACION DE METODOLOGIA MEDIANTE USO DE DISPOSITIVO A PIE DE CAMA PARA UMSNH
LA EVALUACION DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA
ANTIPLAQUETARIA

esterases '
85%
SR-2634
: - inactive
dopidogrel 15% CYP3A, CYPs
2-oxo-clopidogrel P2Y,,active
. s
: esterases
prasugrel 2-oxo-prasugrel P2Y,, active
Small Intestine

Figura 5. Vias metabdlicas para la biotransformacion de Prasugrel y Clopidogrel a
metabolitos activos.
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5. JUSTIFICACION.

Existen diversos métodos para medir el grado de respuesta a terapia antiplaquetaria, tales
como la agregometria dptica y la citometria de flujo, que han sido validados en estudios
clinicos con numeros grandes de pacientes. De estos, el ensayo VASP-P2Y;, mide
especificamente el grado de inactivacion del receptor de ADP P2Y;, por el fdrmaco
Clopidogrel. Los ensayos mediante dispositivos rdpidos tales como el Verify Now han sido
validados en estudios comparativos frente a agregometria dptica pero no se cuenta aun
con suficiente informacion acerca de la correlacion de los resultados que ofrece en

comparacion con la citometria de flujo.

6. HIPOTESIS.

El equipo Verify Now es eficaz en la determinacion de reactividad plaquetaria y brinda

resultados que presentan una correlacion positiva con los obtenidos por citometria de

flujo.
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7. OBIJETIVOS.

7.1 OBJETIVO GENERAL.

Comparar la metodologia de analisis VASP por citometria de flujo y el uso de un
dispositivo de uso inmediato: Verify Now para el monitoreo clinico de antiplaquetarios
orales.

7.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar el efecto antiplaquetario del Clopidogrel por citometria de flujo
mediante la persistencia de VASP fosforilado y evaluar el indice de reactividad

plaquetaria (IRP) post carga y a las 24 horas de su administracion.

e Determinar el efecto antiplaquetario del Clopidogrel y evaluar las unidades de
reaccion P2Y;, post cargay a las 24 horas mediante el dispositivo de uso inmediato

Verifynow.

e Correlacionar los estados de activacién e inhibicién plaquetaria con los datos

demograficos y clinicos de los pacientes incluidos en el estudio.

e |dentificar a pacientes respondedores y no respondedores a la dosis de carga de

600 mg del antiplaquetario Clopidogrel.
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8. CRITERIOS.

8.1 CRITERIOS DE INCLUSION.

e Pacientes que ingresaron a sala de Hemodinamia para angiografia
diagndstica y/o angioplastia coronaria, y que recibieran la dosis de carga

de 600 mg de clopidogrel de 6 a 10 horas previas.

8.2 CRITERIOS DE EXCLUSION.

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

e Pacientes con alteraciones hepaticas.
e Pacientes con IAM con elevaciéon del segmento ST

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

8.3 CRITERIOS DE ELIMINACION.

e Pacientes cuyas muestras no fueron tomadas, procesadas u almacenadas
en condiciones 6ptimas.
e Pacientes cuyas muestras resultaron lipemicas o hemolizadas

e Pacientes que decidieron retirarse del estudio
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9. MATERIAL Y METODOS

9.1 SITIO DE ESTUDIO.

Unidad de Hemodinamia del Hospital General “Dr. Miguel Silva” en la ciudad de Moreliay
Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular de la division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chdvez” de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

9.2 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de cohorte, experimental, prolectivo y longitudinal.

9.3 SELECCION DE LA MUESTRA.

Pacientes que fueron ingresados a la sala de Hemodinamia para angiografia diagndstica
y/o angioplastia coronaria y que previamente (6 a 10 horas) recibieron una dosis de carga

de Clopidogrel de 600 mg.

Todos los pacientes incluidos firmaron una carta de consentimiento informado antes de

realizarse el procedimiento.
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9.4 TOMA DE MUESTRA.

La primera muestra sanguinea (post carga) se obtuvo por puncién femoral o radial previo
a la intervencién percutanea, se desecharon los primeros 5 ml para evitar la activacién
plaquetaria, la muestra sanguinea se dividié en 2 tubos para su estudio: 1 con citrato
sddico 0,109 M, 3.2 % con capacidad de 2.7 ml y 1 con citrato sddico 0,109 M, 3.2 % con
capacidad de 2 ml para el ensayo Verifynow, la segunda muestra se tomo a las 24 horas
por puncion venosa en el antebrazo en tubo con citrato sdédico 0,109 M, 3.2 % con

capacidad de 2.7 ml.

Todas las muestras fueron procesadas dentro de las 48 horas siguientes a la extraccion,
con minima manipulacién para evitar la activacion plaquetaria. El tubo con la sangre se

conservo a temperatura ambiente (18 -25° C) y no se abrid hasta el momento del analisis.

9.5 METODOLOGIA

9.5.1 TECNICA DE FOSFORILACION DE LA FOSFOPROTEINA ESTIMULADA POR
VASODILATADORES 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 plaquetas. La muestra
recolectada previamente en un tubo con citrato de sodio para la obtencidon de sangre total
fue incubada en un primer tubo de polipropileno con prostaglandina E1 (PGE1) y en un
segundo y tercer tubo con PGE1 y adenosin difosfato de sodio (ADP) por 10 minutos con
agitacién vy fijada con paraformaldehido, posteriormente las plaquetas fueron
permeabilizadas con un detergente no ionico. Posteriormente .3se incorporo el
anticuerpo monoclonal primario dirigido contra el VASP, seguido de un anticuerpo

secundario anti-VASP conjugado con isotiocianato de fluoresceina, y finalmente el
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anticuerpo de deteccién plaquetaria dirigido contra el CD61 marcado con ficoeritrina (
anti-CD 61 PE). La duracidn total de la preparacion no excede los 30 minutos. El indice de
reactividad plaquetaria (IRP) fue calculado a través del indice de fluoresceina media (IMF)

de las muestras incubadas con PGE1 y PGE1 + ADP, de acuerdo con la formula para la

obtencidn del indice de reactividad plaquetaria.

9.5.2 PREPARACION DE LOS TUBOS Y DE LA MUESTRA

Sobre una gradilla y por cada muestra colocar 3 tubos de pldstico marcados como T1
(Tubo 1), T2 (Tubo 2) y T3 (Tubo 3).

Tabla 5. Preparacion de los tubos y de la muestra para andlisis VASP

Tubo

Tubo

Tubo

5 pl de sangre total

5 ul de sangre total

5 upl de sangre total

5 ul de reactivo 2a (PGE1)

5 ul de reactivo 2b (PGE1
+ ADP)

5 pl de reactivo 2b
(PGE1 + ADP)

velocidad lenta.

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vortex ajustado a

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

FIJACION
(Formaldehido al 3%)

5 pul de reactivo 3

5 ul de reactivo 3

5 ul de reactivo 3

velocidad lenta.

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vértex ajustado a

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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PERMEABILIZACION CELULAR E INMUNOMARCAIJE
(Anticuerpo monoclonal anti VASP + permeabilizante)

5 pl de reactivo 4a 5 ul de reactivo 4a 5 ul de reactivo 4b

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vortex ajustado a
velocidad lenta.
Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente en obscuridad

MARCAJE FLUORESCENTE Y DETECCION PLAQUETARIA
(Anticuerpo secundario policlonal anti-IgG re ratén marcado con FICT)

5 upl de reactivo 5 5 ul de reactivo 5 5 upl de reactivo 5

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vértex ajustado a
velocidad lenta.
Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente en obscuridad

2 ml de reactivo 1 2 ml de reactivo 1 2 ml de reactivo 1

Colocar inmediatamente los tubos a 2-82 C hasta el momento de la adquisicion
en el Citémetro.

Nota: Como en todos los reactivos el volumen utilizado es minimo (5ul), se
recomienda dispensarlos en el fondo de los tubos.

Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente al llevar a cabo el
protocolo.

9.5.3 ANALISIS. ADQUISICION DE PLAQUETAS POR CITOMETRIA DE FLUJO.

La muestras se analizaron en el Citometro de flujo FACS Altra (Beckman Coulter), con el
programa Expo 3, antes de cualquier lectura se realizo la calibracion del equipo con las
perlas calibradoras (Flow-Check, cat. No. Beckman-Coulter Inc. Fullerton CA.) que
contienen los fluorocromos FITC, PE, ECD, PC5. La adquisicion de las plaguetas se realizo

de acuerdo a sus caracteristicas de dispersion de luz frontal (FSC, tamafio) y de luz lateral
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(SSC, complejidad), considerando estos parametros en escalas logaritmicas por el tamafio

de las plaquetas (2-4 micras)

9.5.4 FORMULA GENERAL PARA LA DETERMINACION DEL INDICE DE REACTIVIDAD
PLAQUETARIA.

El indice de reactividad plaquetaria (IRP) se calcula con el valor obtenido del indice Medio
de Fluorescencia (IMF) de PGE1, al restar su valor de IMF generado en el tubo 1 (T1)
menos el tubo 3 (T3), de la regién R2. Este valor (PGE1) se resta al IMF de PGE1 + ADP que
se identifica en la regién R2 restando el valor del tubo 2 (T2) al tubo 3 (T3). De esta
sustraccion, el resultado se divide sobre el IMF de PGE1 y posteriormente se multiplica

por 100 para obtener el IRP en porcentaje

El indice de reactividad plaquetaria (IRP) se calcula a partir de las medias corregidas de
fluorescencia (MFlc) de la muestra estudiada en presencia de PGE1 sola (PGE1) o de PGE1

+ ADP (PGE1+ADP), segun la férmula siguiente:

indice de reactividad plaquetaria (IRP) =

[(IMFc PGE1 — IMFc (PGE1 + ADP) ) / IMFc PGE1] x 100

9.5.5 ANALISIS. ADQUISICION DE PLAQUETAS POR ENSAYO VERIFYNOW/P2Y;,

El sistema VerifyNow es un sistema de deteccién éptico basado en la turbidimetria que
mide la agregacién inducida por las plaquetas. El sistema consta de un instrumento, un
dispositivo de prueba desechable y materiales de control de calidad. Entre las medidas de

control de calidad esta un control de calidad electrénico (EQC, Electronic Quality Control)
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basado en el instrumento, dos niveles de control de calidad con reactivos (WQC, Wet
Quality Control) y controles de calidad internos. El instrumento gestiona toda la
secuenciacion de la prueba, controla la temperatura, realiza la mezcla reactivo-muestra y
ejecuta autodiagnodsticos. Se determina el grado de funcidn plaquetaria y se muestra el

resultado.

El dispositivo contiene un preparado liofilizado de esferas recubiertas con fibrinégeno
humano, activadores de las plaquetas y solucién reguladora. La muestra del paciente es
sangre entera anticoagulada con citrato de sodio al 0.9% que el instrumento dispensa

automaticamente desde el tubo al dispositivo de prueba.

La prueba de P2Y;, esta disefiada para cuantificar el bloqueo de los receptores
plaquetarios P2Y;,, se basa en la capacidad de las plaquetas activadas para unirse al
fibrindgeno. Las microparticulas recubiertas de fibrindgeno se agregan en sangre entera
de forma proporcional al numero de receptores GP lIb/llla plaquetarios expresados. El
reactivo esta formulado para medir concretamente la agregaciéon plaquetaria mediada por
el P2Yy,. La transmitancia de la luz aumenta a medida que las plaquetas activadas se unen
y agregan las microesferas recubiertas de fibrindgeno. El instrumento mide este cambio
de la sefial éptica y comunica los resultados en unidades de reaccion P2Y;, (PRU). De
modo similar se incorporan a un segundo canal del dispositivo de prueba otros dos
activadores: iso-TRAP (péptido activador del receptor de trombina) con PAR4-AP (péptido

activador de PAR4) y microparticulas recubiertas de fibrindgeno.

El instrumento mide el cambio de transmitancia basal de la muestra y comunica el

resultado del porcentaje de inhibicién para la muestra.
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» Extraccion y manipulacion de las muestras.

1. Obtener una muestra de sangre desechando los primeros 5 ml si es una muestra
obtenida de un catéter o con una aguja de calibre 21 o mayor en un tubo con
citrato de sodio que se llene hasta el nivel marcado

2. Invertir suavemente el tubo al menos 5 veces para homogeneizar la muestra

3. Antes de la prueba se debe dejar reposar la muestra durante un minimo de 10

minutos, pero no mas de 4 horas.

La prueba VerifyNow comunica los resultados por cada anlisis.

» Las unidades de reaccion P2Y;, (PRU) indican la cantidad de agregacion mediada
por el receptor P2Y4, especifica de la plaqueta y se calculan en funcion de la tasa y

el grado de agregacion plaquetaria en el canal de ADP

» El porcentaje de inhibicion (%) es el cambio porcentual respecto a la agregacion
basal y se calcula a partir del resultado de PRU y el resultado BASE, que es una
medicion independiente basada en la tasa y el grado de la agregacién plaquetaria
en el canal basal. El resultado BASE sirve como estimacion de la funcidon

plaquetaria basal del paciente independiente de la inhibicién del receptor P2Y 5.

% de Inhibicion = (BASE-PRU) + BASE x 100
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10.  ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizé una descripcién de las caracteristicas generales de la poblacién mediante
estadistica descriptiva para variables cualitativas con proporciones y para variables
cuantitativas mediante promedios con sus correspondientes intervalos de confianza para

el 95%.

Las variables se presentan en forma de media + desviacién estdndar y recuentos
(porcentajes). Se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la distribuciéon
normal de los datos de las variables continuas. Las variables continuas se compararon con

la prueba de la T de Student para pruebas dependientes e independientes.

Los coeficientes de correlacién se obtuvieron mediante la prueba de Pearson con
significancia bilateral, y por una prueba de regresién lineal simple para obtener el

coeficiente de correlacién multiple (R).

Se considero estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

El andlisis estadistico se realizo con el programa SPSS 18.0 para Windows (SPSS Inc.,

Chicago, lllinois, Estados Unidos).
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11. RESULTADOS

Se incluyeron en el estudio un total de 30 pacientes, 26 de los cuales fueron de sexo
masculino y 4 del sexo femenino, con edad promedio de 60.5 + 11.18 afios. A 16
pacientes (58.3%) se les realizo angioplastia coronaria transluminal percutanea (ACTP) y a
los 14 restantes (38.9%) coronariografia diagndstica. Se verificé la distribucion normal de
las variables a incluir en los anadlisis. Las caracteristicas demograficas y clinicas de la

poblacion del estudio se resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas demogrdficas y clinicas de la poblacion de

estudio.

Edad (afos) 60.5+11.18
Hombres (%) 86.6
Mujeres (%) 13.4
Historial familiar (%) 50

IMC (kg/m?) 27.2789
Tabaquismo (%) 56.7
Dislipidemia (%) 46.7
Hipertension arterial (%) 60
Diabetes mellitus (%) 43.3
ACTP (%) 58.3
Angiografia diagnostica (%) 38.9
Plaquetas (10°/dL) 206.29 + 57.53
Hematocrito (%) 42.07 +5.91
VPM (fL) 9.37 +2.04

Datos expresados en media + desviacion estandar o n (%). VPM (Volumen plaquetario medio)
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Se encontré una media de los valores del indice de reactividad plaquetaria (IRP) en la
toma post carga de 61.28 £ 22.83 y de 165.56 + 89.20 para las Unidades de reaccion P2Y;
(PRU). Se realizo un analisis de correlaciéon entre las variables IRP-VASP y PRU-INHIBICION
de acuerdo a la prueba de Pearson en el cual se encontré una correlaciéon entre IRP-PRU
de 0.774, PRU-INHIBICION de -0.899, IRP-INHIBICION -0.732. Los resultados se muestran

en la tabla 7.

Tabla 7. Correlacion de Pearson para las variables cuantitativas IRP-VASP y PRU-
INHIBICION-VerifyNow

IRP PRU INHIBICION
IRP Correlacién de Pearson 1 774" 7327
N 30 30 30
PRU Correlacion de Pearson 774" 1 -.899
N 30 30 30
INHIBICION Correlacién de Pearson -7327 | -.899" 1
N 30 30 30

**_| g correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral). IRP: indice de reactividad plaguetaria, PRU:
Unidades de reaccion P2Y .

Se evalud el comportamiento de las variables mediante un analisis de regresién lineal
simple con un intervalo de confianza del 95%, se ajustd el modelo mediante el coeficiente
de correlaciéon multiple (R), en un grafico de dispersién, se obtuvo un valor de R de 0.774
al comparar las variables IRP-PRU en una correlaciéon positiva y un valor de 0.899 al

comparar las variables INHIBICION-PRU en una correlacién negativa.
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Fig. 6 Correlacion del IRP-VASP y PRU-VerifyNow.

Se observa una relacion lineal positiva entre las variables IRP y PRU, con un
coeficiente de correlacion (R) de 0.774
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Fig. 7 Correlacion PRU e Inhibicion.

Se observa una relacion lineal negativa entre las variables PRU e Inhibicidn,
asi como un coeficiente de correlacion (R) de 0.899
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Se determind el efecto antiplaquetario del Clopidogrel por citometria de flujo mediante la
persistencia de VASP fosforilado evaluando el indice de reactividad plaquetaria (IRP) post

carga (n=30) y alas 24 horas (n= 16) de su administracién.

Tabla 8. Estadisticos descriptivos IRP toma post carga y 24 horas

N Rango Minimo Maximo Media Desviacion

estandar

IRP(TPC) 30 72.31 20.00 92.31 61.2863 22.83384
IRP(T24) 16 64.62 20.00 84.62 59.9413 16.74408
IRP (TPC) 16 72.31 20.00 92.31 54.6393 21.36943

*IRP: indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccién P2Y;, TPC: Toma post carga, T24: Toma
24 horas

Para poder llevar a cabo una evaluacidon del efecto antiplaquetario del Clopidogrel
mediante la comparacion de las medias del indice de reactividad plaquetaria (IRP) toma
post carga y toma 24 horas se tomaron en cuenta Unicamente a los pacientes en los que
fue posible obtener ambas muestras (n=16) se obtuvo una media del IRP toma post carga
(TPC) de 54.63 + 21.36 y de 59.94 + 16.74 para la toma de 24 horas. Se realizo una prueba

T para variables relacionadas, la diferencia no fue significativa (p= 0.445)
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Fig. 8 Determinacion del efecto antiplaquetario del Clopidogrel mediante la
evaluacion del IRP toma post carga a las 24 horas de su administracion.

Se determind el efecto antiplaquetario del Clopidogrel mediante el uso del dispositivo de
uso inmediato VerifyNow, se evaluaron las unidades de reaccién P2Y,, post carga (n=30)

y a las 24 horas (n= 14) de su administracion.

Para poder llevar a cabo la comparacion de medias de la unidades de reaccién P2Y;;, (PRU)
al igual que con el IRP se tomaron unicamente los datos de los pacientes que tenian los
dos resultados (n=14), se obtuvo una media de PRU toma post carga (TPC) de 207.2149 +
111.6830 y 139.4286+ 66.41792 para la toma de 24 horas. Se realizo una prueba T para

variables relacionadas, se obtuvo un valor de p= 0.036.

a3 FACULTAD DE QUIMICO FAMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.
UNIDAD DE HEMODINAMIA, HOSPITAL GENERAL “DR. MIGUEL SILVA”



VALIDACION DE METODOLOGIA MEDIANTE USO DE DISPOSITIVO A PIE DE CAMA PARA UMSNH
LA EVALUACION DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA
ANTIPLAQUETARIA

Tabla 9. Estadisticos descriptivos PRU toma post carga y toma 24 horas

N Rango Minimo Maximo Media Desviacion

estandar

PRU (TPC) 30 427.00 5.00 432.00 177.5667 92.29435
PRU(T24) 14 207.00 41.00 248.00 139.4286 66.41792
PRU (TPC) 14 394.00 38.00 432.00 207.2143 111.6830
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Figura 9. Determinacion del efecto antiplaquetario del Clopidogrel mediante la
evaluacion del PRU toma post carga a las 24 horas de su administracion.
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Se llevo a cabo una correlacion de los estados del IRP y PRU toma post carga y toma 24
horas con los datos demograficos y clinicos de los pacientes incluidos en el estudio. Se
analizaron mediante un analisis T para muestras dependientes e independientes. Se
observo un IRP y PRU muy homogéneo para ambas tomas (TPC y T24) por lo que no se

encontro una diferencia significativa al comparar las variables por género.

Tabla 10. Comparacion del IRP, PRU TPC y del IRP, PRU T24 de acuerdo al genero

N Media Desv’iaci()n Sigr.lificancia
estandar bilateral
IRP HOMBRE 24 62.9875 22.61093 0.424
(TPC) MUIJER 6 54.4817 24.55209 0.465
PRU HOMBRE 24 180.2083 98.23485 0.767
(TPC) MUJER 6 167.0000 90.06664 0.760
IRP HOMBRE 13 61.1669 18.40587 0.561
(T24) MUIJER 3 54.6300 4.24216 0.268
PRU HOMBRE 11 141.5455 67.87395 0.830
(T24) MUJER 3 131.6667 74.32586 0.849

*IRP: indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccién P2Y,, TPC: Toma post carga

Se realizd una comparacion de los datos clinicos con el IRP, PRU TPC y T24 horas después
de la administracién del Clopidogrel, se encontraron algunas diferencias significativas las

cuales se muestran en las tablas 11y 12.
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Tabla 11. Correlacion del IRP y PRU toma post carga con los datos clinicos y

demogrdficos de la poblacion de estudio

N Media Desviacion Significancia
estandar bilateral
Historial familiar NO 15 60.0460 24.74597 0.772
IRP TPC Sl 15 62.5267 21.5488 0.772
Historial familiar NO 15 185.6667 113.20504 0.650
PRU TPC Sl 15 152.1333 62.72487 0.650
Tabaquismo NO 13 61.4069 23.73498 0.980
IRP TPC Sl 17 61.1941 22.85774 0.980
Tabaquismo NO 13 190.8462  107.08318 0.514
PRU TPC Sl 17 167.4118 87.21458 0.527
Dislipidemia NO 13 51.3408 21.97711 0.034
IRP TPC Sl 17 68.8918 20.99853 0.036
Dislipidemia NO 13 150.0000 79.33368 0.170
PRU TPC Sl 17 198.6471  103.19577 0.155
HA NO 12 62.2983 24.14483 0.847
IRP TPC Sl 18 60.6117 22.60525 0.849
HA NO 12 184.0000 107.22703 0.769
PRU TPC Sl 18 173.2778 89.45837 0.778
DM NO 17 55.4547 21.67284 0.111
IRP TPC Sl 13 68.9123 22.85935 0.115
DM NO 17 149.9412 80.53840 0.068
PRU TPC Sl 13 213.6923  103.93378 0.081

*IRP: indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccién P2Yy, TPC: Toma post carga, HA:

Hipertension arterial, DM: Diabetes Mellitus.
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Tabla 12. Correlacion del IRP y PRU toma 24 horas con los datos clinicos y
demogrdficos de la poblacion de estudio

N Media Desviacion Significancia
estandar bilateral
Historial familiar NO 6 62.1600 14.08332 0.696
IRP T24 Sl 10 58.6100 18.75724 0.674
Historial familiar NO 9 166.2222 55.67939 0.037
PRU T24 S 5 91.2000 60.11406 0.051
Tabaquismo NO 5 65.2300 13.07550 0.413
IRP T24 Sl 11 57.5373 18.21583 0.359
Tabaquismo NO 8 125.1250 64.30827 0.373
PRU T24 S 6 158.5000 70.11348 0.382
Dislipidemia NO 7 57.3829 22.78311 0.607
IRP T24 Sl 9 61.9311 11.23383 0.641
Dislipidemia NO 6 161.0000 69.21849 0.311
PRU T24 S 8 123.2500 63.81390 0.320
HA NO 5 43.4120 13.14948 0.003
IRP T24 Sl 11 67.4545 12.35639 0.010
HA NO 7 141.2857 70.90067 0.992
PRU T24 Sl 7 137.5714 67.25290 0.992
DM NO 8 54.5200 18.77687 0.206
IRP T24 Sl 8 65.3625 13.45484 0.208
DM NO 9 131.5556 70.34044 0.573
PRU T24 Sl 5 153.6000 63.64590 0.564

*IRP: Indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccion P2Y;, T24: Toma 24 horas, HA:
Hipertension arterial, DM: Diabetes Mellitus.
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Tabla 13. Comparacion de los datos de laboratorio contra IRP y PRU TPC

Media Desviacion estandar. N
VPM 9.3754 2.04115
IRP 62.1464 22.93484 30
Plaquetas 206.2929 57.53223
IRP 62.1464 22.93484 30
Hematocrito 42.0746 5.91485
IRP 62.1464 22.93484 30
VPM 9.3754 2.04115
PRU 176.9643 98.41615 30
Plaquetas 206.2929 57.53223
PRU 176.9643 98.41615 30
Hematocrito 42.0746 5.91485
PRU 176.9643 98.41615 30

* \/PM: Volumen plaquetario medio, IRP: Indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccidén P2Y;,

Se identifico alos pacientes con buena respuesta y con baja respuesta a la dosis de carga
de 600 mg del antiplaquetario Clopidogrel por citometria def lujo mediante la persistencia
de VASP fosforilado. Se clasifico a los pacientes de acuerdo al porcentaje de IRP mediante
una distribucién individual en cuartiles la cual se muestra en la tabla 14. Se realizé
también una clasificacién tomando un punto de corte del IRP del 69%, los resultados se

resumen en la tabla 15.
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Tabla 14. Distribucion individual en cuartiles de la respuesta a Clopidogrel mediante el IRP TPC

medido por VASP
% IRP N Porcentaje Minimo Maximo Media Desviacion
estandar
IRP 0-25% 2 6.7 20.00 25.00 22.5000 3.53553
IRP 26-50% 10 33.3% 30.00 50.00 40.6610 8.55313
IRP 51-75% 8 26.7% 57.14 75.00 64.6525 6.67979
IRP 76-100% 10 33.3% 80.00 92.31 86.9760 4.51985
Total 30 100.0%
100.00
L
1
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IRP-VASP %

40.007

20.005

Figura 10. Distribucion y variabilidad individual de indice de reactividad plaquetaria

(IRP) medido por VASP en cuartiles.
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Tabla 15. Distribucion individual de la respuesta a Clopidogrel con un punto de corte del IRP-

VASP TPC de 69%
% IRP N Porcentaje Minimo Maximo Media Desviacion
estandar
IRP 0-25% 2 6.7% 20.00 25.00 22.5000 3.53553
IRP 26-50% 10 33.3% 30.00 50.00 40.6610 8.55313
IRP 51-68% 6 20.0% 57.14 66.67 61.5367 3.93281
IRP 69-100% 12 40.0% 73.00 92.31 84.8133 6.51215
Total 30 100.0
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Figura 11 Distribucion y variabilidad individual de indice de reactividad plaquetaria
(IRP) medido por VASP con un punto de corte del 69%.
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También se identifico alos pacientes con buena respuesta y con baja respuesta a la dosis
de carga de 600 mg del antiplaquetario Clopidogrel mediante el uso del dispositivo de uso
inmediato VerifyNow. Se clasifico a los pacientes de acuerdo al porcentaje de PRU
tomando un punto de corte de >230 PRU para identificar a los pacientes no
respondedores a la terapia con el antiplaquetario. Los resultados se muestran en la tabla

15.

Tabla 16 Distribucion individual de la respuesta a Clopidogrel en unidades de reaccion
P2Y12 (PRU) medido por VerifyNow

Punto de N Porcentaje n Minimo Maximo Media Desviacién

corte estandar
PRU <230 20 66.70 5.00 215.00 125.300 58.51774
PRU >230 10 33.30 232.00 432.00 282.100 61.80516
Total 30 100.0

Por ultimo se realizo un grafico de dispersidn simple en el que se muestran de color rojo a
aquellos pacientes que mostraron un PRU >230 los cuales fueron clasificados como
pacientes con buena respuesta a la terapia con Clopidogrel, en azul se muestran a
aquellos pacientes con un PRU <230 los cuales fueron clasificados como «no

respondedores» al antiplaquetario.
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Figura 12

respondedores» al tratamiento con Clopidogrel.

Distribucion y variabilidad individual de las Unidades de reaccion P2Y12
medido por VerifyNow Utilizando un punto de corte de >230 para pacientes «no
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12. DISCUSION.

La terapia antiplaquetaria es la piedra angular del tratamiento en la prevencién de
eventos isquémicos en pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC), en particular
en el contexto de los sindromes coronarios agudos e intervenciones coronarias
percutdneas (ICP). Sin embargo, el tratamiento antiplaquetario también se asocia con un
mayor riesgo de complicaciones hemorrdgicas, que son mas frecuentes con el uso de
regimenes mads potentes de tratamientos antiplaquetarios. Por lo tanto, definir el
equilibrio entre el riesgo de eventos trombdéticos y el riesgo de sangrado es esencial para
mejorar los resultados clinicos generales. Los efectos de los agentes antiplaquetarios y su
farmacodinamia varian ampliamente y pueden estar asociados con diferencias en los

resultados (38).

Actualmente multiples ensayos de la funcidn plaquetaria estan disponibles para evaluar
los efectos farmacodinamicos de uso comun los agentes antiplaquetarios, sin embargo
aun no hay consenso con respecto al método mas adecuado para cuantificar la magnitud
de la reactividad plaquetaria en pacientes sometidos a un tratamiento antiplaquetario
(36,37). El andlisis VASP medido por citometria de flujo ha demostrado ser una técnica de
alta sensibilidad para la evaluacidon de la reactividad plaquetaria en pacientes sometidos a
tratamiento con Clopidogrel, algunas de las ventajas de esta técnica son que se utiliza
sangre total, requiere un volumen de muestra muy pequeiio, y ha demostrado tener una
buena correlacién con la agregometria, sin embargo como se menciono anteriormente se
trata de un estudio costoso, que depende de un citometro de flujo y por lo tanto que
requiere a personal especializado. Por otro lado el sistema VerifyNow es una prueba
simple y rapida que también ha demostrado tener una buena correlacion con la
agregometria, ambas técnicas se has estudiado por separado en diversos estudios, sin

embargo son pocos los que han hecho una correlacion VASP-VerifyNow (47, 50, 14, 52)
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El objetivo principal del estudio fue determinar la correlacidon entre dos diferentes
metodologias, la de analisis VASP por citometria de flujo y la del dispositivo de uso
inmediato VerifyNow. Se llevd a cabo un anadlisis de los resultados obtenidos, la
correlaciéon (Pearson) entre ambas pruebas fue altamente significativa, se obtuvo un valor
de R= 0.774 entre el indice de reactividad plaquetaria (IRP) y las unidades de reaccién
P2Y1, (PRU), este resultado aporta informacién relevante en el ambito clinico ya que el
dispositivo VerifyNow es una prueba que permite estudiar la funcidén plaquetaria a pie de
cama, este alto grado de correlacién proporciona una nueva alternativa, adecuada para
poder para guiar la terapia antiplaquetaria y poder definir un pronostico de manera rapida
y sencilla. Sin embargo con lo anterior no pretendemos sustituir la técnica de VASP por
citometria de flujo, la cual ha demostrado ser capaz de medir de manera individual la
inhibicidon del receptor P2Yy,, ademas de ser considerada la técnica mas confiable en la

monitorizacidn de pacientes resistentes al tratamiento con Clopidogrel.

El Clopidogrel presenta una gran variabilidad interindividual de respuesta, uno de los
principales mecanismos implicados en su eficacia limitada, El concepto de «variabilidad de
respuesta al clopidogrel» ha derivado en la preocupacién de que algunos pacientes
pueden no estar adecuadamente protegidos de la activacion y la agregacién de plaquetas
y, por lo tanto, estdn expuestos a mayor riesgo de evento trombdtico (28). Barragan et al.
(31) fueron los primeros en demostrar una asociacion entre la reactividad plaquetaria
post-tratamiento y la aparicion de eventos trombdticos en un estudio caso-control de

pacientes con ICP mediante el analisis VASP/P2Y ;.

Es importante destacar que diferentes los estudios han utilizado el analisis de la curva ROC
para definir un umbral o punto de corte de la reactividad plaquetaria asociada con el
tratamiento de la combinacion éptima de sensibilidad y especificidad para identificar el
riesgo tromboético, la identificacion de un punto de corte fiable permite a los médicos a
distinguir a los pacientes con alta reactividad plaquetaria de aquellos con una baja

reactividad, cabe sefalar que dichos puntos de corte son motivo de una amplia
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controversia ya que estos podrian depender del subgrupo de pacientes estudiados, el

lugar y el perfil del paciente.

Hasta la fecha, los valores de corte se han investigado sobre todo en pacientes sometidos
a ICP, de acuerdo a lo anterior el IRP medido por VASP/P2Y;, es una medida del
porcentaje de la 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 realizado en 2003 por Barragan (31) un indice de reactividad plaquetaria
>50% medido por el ensayo de VASP se asocid con riesgo de trombosis. En 2007 Bonello y
colaboradores retoman este punto de corte, clasifican como buena respuesta al
Clopidogrel a los pacientes con un IRP <50 % y como «no respondedores» a los pacientes
con un IRP >50% (35), sin embargo al realizar una comparacion del analisis VASP/P2Y1, con
la agregometria plaquetaria se observo que los pacientes que fueron definidos como «no
respondedores» al Clopidogrel mediante al analisis VASP/P2Y1, de acuerdo al punto de
corte del IRP >50%, podian estar clasificados como pacientes con alta reactividad
plaguetaria en tratamiento (ARPET) mediante la agregometria plaquetaria, es decir
pacientes que muestran una respuesta deficiente a la terapia con Clopidogrel, pero sin

embargo de alguna manera responden al tratamiento.

Matetzky y cols. en 2004 optaron por estratificar a la poblacion de estudio en cuartiles, en
la que los pacientes del ultimo cuartil fueron clasificados como pacientes «no

respondedores» al Clopidogrel.

Por otro lado Aleil y cols. en 2005 (61) evaluaron el IRP en tres grupos, pacientes sanos,
pacientes con enfermedad cardiovascular isquémica sin tratamiento con Clopidogrel y
pacientes con enfermedad cardiovascular isquémica en tratamiento con Clopidogrel, ellos
clasificaron a los dos primeros grupos como «no respondedores» al Clopidogrel al no

encontrar diferencias significativas entre ambos grupos.
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Los puntos de corte mas estrictos respecto a la buena respuesta al Clopidogrel son los
establecidos por Guillaume Cayla y colaboradores en 2008 quienes al igual que Aleil y
cols dividieron a los grupos de estudio en cuartiles y determinaron que el mejor punto
de corte para predecir eventos adversos en pacientes con Sindrome Coronario Agudo
(SCA) fue un IRP >70% (54), Siller-Matula en 2008 propone un punto de corte del IRP >69
% (56) para la identificaciéon de «no respondedores» al Clopidogrel y retoma este punto de

corte en 2012 en uno de sus estudios mas recientes (55).

Con base en lo anterior, para la clasificacion de nuestra poblacion de estudio decidimos
tomar el punto de corte del 69%, con la finalidad de evitar una clasificacidon errénea de
aquellos pacientes que presentan una baja respuesta a la terapia con Clopidogrel y debido

a que dicho punto de corte cuenta con un mayor respaldo en la literatura.

El sistema VerifyNow/P2Y;, a diferencia del analisis VASP/P2Y;, maneja puntos de corte
menos controversiales, diversos estudios se han realizado para identificar el punto de
corte con la mejor especificidad y sensibilidad, el primer estudio clinico en esta direccién
fue dirigido por Price y colaboradores en 2008 (58) en el que encontraron que un valor de
PRU >235 esta asociado con eventos adversos subsecuentes a la ICP, Patti y cols (59) en el
mismo afio y Marcucci y colaboradores (60) en 2009 proponen un punto de corte 2240
para la identificacién de pacientes con mayor riesgo de eventos adversos posteriores a la
ICP, mas recientemente en 2010 Breet y colaboradores toman un punto de corte de >236
PRU y Gremmel y cols. en 2011 retoman el establecido por Price en 2008, este ultimo y
colaboradores en este mismo afio deciden tomar un nuevo punto de corte PRU 2230 para
la identificacidon de pacientes no respondedores a la terapia con Clopidogrel, los ultimos
estudios realizados en 2012 por Codner P. y cols y Haraguchi K. y cols manejan puntos de
corte muy similares a los anteriores, Codner utiliza un PRU 2235 para la identificacién de
pacientes con mayor riesgo de eventos adversos después de la ICP y Haraguchi K. utiliza
un punto >230 PRU para establecer su clasificacion, . En base a lo anterior decidimos

tomar el punto de corte de >230 PRU para la clasificacion de pacientes «no
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respondedores» nuestra poblacién de estudio ya que este punto es utilizado por uno de
los grupos mas reconocidos, ademads de que es el que mostro una mejor correlaciéon para

predecir eventos adversos en el seguimiento de pacientes sometidos a ICP.

Una vez que establecimos los puntos de corte para los andlisis VASP/P2Yy, vy
VerifyNow/P2Y,,, se procedié a determinar el efecto antiplaquetario del Clopidogrel por
citometria de lujo mediante la persistencia de VASP fosforilado y mediante el dispositivo
de uso inmediato Verifynow para evaluar el indice de reactividad plaquetaria (IRP) vy las

unidades de reaccidn P2Y;, (PRU) post carga y a las 24 horas de su administracion.

El estudio, originalmente tenia contemplado determinar el indice de reactividad
plaguetaria mediante la persistencia de VASP fosforilado por citometria de flujo y las
unidades de reaccién P2Y,, mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow posterior
a la ICP, y a las 24 horas Unicamente se determinaria el IRP mediante al andlisis VASP, sin
embargo a la mitad del estudio fue necesario realizar una modificacion, ya que el reactivo
para el anadlisis VASP no iba a ser suficiente para seguir realizando dos pruebas por
paciente, y su importacién adn no esta regulada en nuestro pais, por lo que se decidio
determinar el IRP por andlisis VASP Unicamente en la toma previa a la ICP y para la toma
de 24 horas en lugar de medir el IRP se determinaron las unidades de reaccién P2Y;
mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow. Debido a lo anterior fue necesario
crear 2 subgrupos en los cuales se pudiera comparar el IRP TPC con el IRP T24 vy el PRU

TPC con el PRU T24 y en el que el niumero de pacientes fuera el mismo.

El primer grupo a los que se les determino el IRP TPCy T24 horas por citometria de flujo
mediante la persistencia de VASP fosforilado fue conformado por 16 pacientes, se obtuvo
una media de 54.6393 en la toma post carga y una media de 59.9413 en la toma de 24
horas, esta diferencia (p= 0.445) no fue significativa aunque si se puede apreciar un ligero
aumento sobre la media del IRP T24 debido a que la dosis de mantenimiento de 75 mg

de Clopidogrel es considerablemente menor a la dosis de carga de 600mg de Clopidogrel
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administrada previa a la ICP, ademas de que el mismo procedimiento puede incrementar

la actividad plaquetaria debido a la manipulacién mecanica.

Al segundo subgrupo se les determino las unidades de reaccién P2Y;, TPC y T24 horas
mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow, este grupo estuvo conformado por
14 pacientes, se obtuvo una media de 207.2149 en la toma post carga y una media de
139.4286 en la toma de 24 horas, se obtuvo una p= 0.036, en este grupo se observo una
diferencia significativa entre ambas tomas. A pesar de que este grupo muestra un
comportamiento contrario al del IRP (n=16) no son comparables entre si ya que se trata
de pacientes distintos y este comportamiento de puede atribuir a que el tamafio de la
muestra aun es muy pequeio y los resultados podrian variar de acuerdo al numero, sin
embargo cabe mencionar que cada paciente presenta una respuesta diferente al

antiplaquetario la cual se puede ver afectada por varios factores.

Otro de nuestros objetivos fue identificar a pacientes respondedores y no respondedores
a la dosis de carga de 600 mg del antiplaquetario Clopidogrel, mediante el analisis

VASP/P2Y1, y el dispositivo de uso inmediato VerifyNow/P2Y,.

Para identificar a nuestra poblacién de estudio mediante al analisis VASP/P2Y 4, se realizo
una separacion del IRP por cuartiles, se observo que solamente el 26.6% de los pacientes
ubicados dentro de los dos primeros cuartiles se clasificaron como pacientes
respondedores al Clopidogrel, el 36.7% se ubicaron dentro de los pacientes con poca
respuesta al tratamiento y el 36.7% restante se clasifico como pacientes no

respondedores al Clopidogrel.

Para la clasificacion mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow/P2Y1, se utilizo el
punto de corte PRU >230 para la clasificacién de pacientes no respondedores a la terapia
con Clopidogrel, el 66.7% de los pacientes se ubicaron por debajo del punto de corte
establecido y el 33.3% restante se ubicaron por encima del mismo por lo que se les

clasifico como pacientes con baja respuesta al tratamiento. Cabe destacar que a ambas
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técnicas arrojaron datos similares lo que reafirma que existe una buena correlacion entre

ellas (R=0.774).

El dltimo de nuestros objetivos fue correlacionar los estados de activacién e inhibicién
plaquetaria con los datos demograficos y clinicos de los pacientes incluidos en el estudio.
Comparamos los datos obtenidos de acuerdo al genero en donde el genero masculino
presento una media de 62.9875% de IRP y 180.2083 de PRU, el genero femenino presento
una media de 54.4817% IRP y 167.0000 de PRU, estas diferencias no fueron significativas
estadisticamente, sin embargo si se observa que el genero masculino presenta una ligera
tendencia a la alta en ambas pruebas. Otra de las comparaciones que se realizaron fue
con los datos de laboratorio, a cada paciente se le midi6 Hematocrito, Volumen
plaquetario medio (VPM) y niumero de plaquetas, no se encontraron valores significativos
ya que todos ellos se encontraban dentro del rango normal establecido , a pesar de que
varios estudios proponian que el volumen plaguetario medio (VPM) podria estar
relacionado con una alta reactividad plaquetaria, en nuestro estudio no se encontrd una

correlacion entre ambas variables.

Por ultimo se evaluaron las variables dependientes dicotdmicas en las que se incluyeron
Historial familiar, Dislipidemia, Tabaquismo, Hipertension arterial y Diabetes Mellitus, se
encontraron datos interesantes al comparar la Dislipidemia con el IRP toma post carga,
aquellos pacientes que presentaban un cuadro de dislipidemia (n=17) mostraron una
media del IRP TPC de 68.8918 (p=0.036) y los que no padecian dislipidemia (n=13)
obtuvieron una media de 51.3408 (p=0.034), esto se atribuye a que la dislipidemia esta
considerada como uno de los principales factores de riesgo en enfermedades
cardiovasculares, por lo que un elevado nivel de grasa en la sangre va a conducir a una
mayor reactividad plaquetaria y por lo tanto un mayor riesgo de desarrollar algin evento

trombdtico.
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Observamos también que a las 25 horas después de la ICP los pacientes hipertensos (n=
11) mostraron una media en el valor de IRP de 67.4545 (p=0.010), por el contrario
aquellos pacientes que no padecian hipertensidon (n= 5) mostraron una media en el valor
de IRP de 43.4120 (p=0.003). Esto se explica debido a que al igual que la dislipidemia la
hipertensién arterial en un factor de riesgo que puede aumentar el riesgo de muerte
cardiovascular, por lo que el control de la misma constituye uno de los pilares de Ia

prevencion de las enfermedades cardiovasculares.

Otra de las variables que mostré resultados significativos fue el Historial familiar en el que
al comparar con las unidades de reaccién P2Y12 (PRU) toma 24 horas se observo que
aquellos pacientes que presentaban historia familiar positivo (n=5) mostraron una media
de 91.2000 PRU (p=0.051) la cual sorpresivamente fue menor a la media mostrada por
pacientes con un historial familiar negativo (n=9) que tuvieron una media de 166.2222
PRU (p=0.037), lo anterior podria explicarse debido al tamafio de la muestra ya que
debido a que se trata de una variable dicotémica a la que se respondia Unicamente con
una respuesta positiva o negativa no es posible establecer una correlacion entre los

resultados obtenidos.
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13. RESUMEN DE RESULTADOS

» Se encontrdé un alto grado de correlacion entre el analisis VASP medido por

citometria de flujo y el dispositivo de uso inmediato VerifyNow

» El dispositivo de uso inmediato VerifyNow es una buena opcién para la
determinacién de reactividad plaquetaria y para guiar la terapia en pacientes con

SCA.

» Se encontré una diferencia significativa entre el PRU toma post carga y el PRU

toma 24 horas.

» Los pacientes que presentaban cuadros de Dislipidemia mostraron un IRP toma

post carga mas elevado que aquellos pacientes que no lo presentaban.

» Se encontré un IRP toma 24 horas mas elevado en aquellos pacientes que

presentaban Hipertensién arterial.
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14. CONCLUSION

Existe abundante evidencia que apoya que las pruebas de reactividad plaquetaria en Ia
practica clinica juegan un papel muy importante para estratificar el riesgo de los
efectos cardiovasculares adversos en pacientes que se someten a una ICP. La mayoria
de ensayos de funcién plaquetaria presentan el inconveniente de ser laboriosos y
complejos, poco reproducibles y requieren personal cualificado. Por ello, su uso se
restringe a laboratorios especializados y son dificiles de aplicar al estudio de todos los
pacientes con sospecha de alteraciones plaguetarias congénitas o adquiridas, o con el

objetivo de monitorizar la eficacia de la terapia antiagregante.

Como alternativa a esos métodos, en los Ultimos afios se han desarrollado nuevos
ensayos con equipos compactos que intentan reproducir in vitro la respuesta
hemostatica y pueden ser realizados de una forma rapida, con un volumen de sangre

pequeiio y sin una alta especializacién de los operadores

En el presente estudio se observo una buena correlacion entre PRU-VerifyNow vy el
IRP-VASP. El dispositivo VerifyNow es una prueba que permite estudiar la funcidn
plaguetaria a pie de cama y el alto grado de correlacién observado proporciona una
nueva alternativa, adecuada para poder para guiar la terapia antiplaquetaria y poder
definir un pronostico de manera rapida y sencilla, sin embargo la determinacién del
IRP por el anadlisis VASP/P2Y;, permite la identificacion de pacientes ARPET
proporcionando mayor confiabilidad en la monitorizacién de pacientes en tratamiento

con Clopidogrel.
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15. PERSPECTIVAS

» Aunque se observo una buena correlacién entre IRP-VASP y PRU-VerifyNow
seria conveniente aumentar el nimero de muestra que permita establecer una

mejor correlacion entre ambas técnicas.

» Realizar la determinacion de polimorfismos relacionados con enzimas
involucradas en la absorcion y metabolismo del Clopidogrel, asi como también
del propio receptor plaquetario del ADP. (ABCB1, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C19*3,

CYP2C19*17, etc.)

» A pesar de que se encontraron correlaciones interesantes entre el PRU, IRP e
historia clinica convendria realizar una recoleccién de datos mas amplia en la
que se incluyeran valores de colesterol total, colesterol fraccionado,

triglicéridos.
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17. ANEXOS

REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT VASP/P2Y,

e Reactivo 1: 1 frasco de 60 ml de disolvente.

* Reactivo 2a: 1 frasco de PGE1.

¢ Reactivo 2b: 1 frasco de PGE1 + ADP.

e Reactivo 3: 1 frasco de 300 | de fijador. El reactivo contiene entre un 2% y un 5%
de paraformaldehido.

e Reactivo 4a: 1 frasco de 200 | de anticuerpo monoclonal de ratén anti VASP-P +
permeabilizante.

e Reactivo 4b: 1 frasco de 100 | de control isotipico negativo (anticuerpo
monoclonal de ratén) + permeabilizante.

¢ Reactivo 5: 1 frasco de 300 | de anticuerpo secundario (anticuerpo policlonal anti-
IgG de ratén marcado con FITC) + reactivo de deteccién plaquetaria marcado con PE

(anti CD61-PE) + permeabilizante.

Nota: Todos los reactivos contienen azida sédica como conservante y deben ser eliminados
con las precauciones pertinentes. Al verter estas soluciones en el fregadero, deberdn
mezclarse con grandes cantidades de agua para evitar la formacion de azidas metdlicas que,

concentradas, pueden provocar explosiones.
RECONSTITUCION Y CONSERVACION DE LOS REACTIVOS
Los reactivos del kit, antes de ser abiertos, son estables hasta la fecha de caducidad indicada

en la etiqueta cuando se almacenan a una temperatura de 2-82 C.

Nota: No congelar el kit.
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Reactivos 1, 3, 4a, 4b y 5: listos para usar. Estabilidad una vez abiertos: 2

meses a 2-8° C en ausencia de contaminacion.

Reactivos 2a y 2b: Reconstituir cada frasco con 400 pl de agua destilada y
homogeneizar durante 5 segundos con un agitador tipo Vértex. Estabilidad

tras la reconstitucion: 1 mes a 2-8°C en ausencia de contaminacion.

EQUIPO UTILIZADO

= Aparato de agitacion tipo Vortex

= CronOmetro

= Citdmetro

= Tubos de hemolisis para citometria

= Gradilla para tubos de hemélisis

= Agua destilada, agua desionizada o agua para preparaciones inyectables

= Pipetas graduables con puntas desechables (10 uL)

= Pipetas (1y 2 mL)

= Guantes
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
SECRETARIA DE SALUD
HOSPITAL GENERAL “DR. MIGUEL SILVA”

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO DE ESTUDIO: “VALIDACION DE
METODOLOGIA MEDIANTE USO DE DISPOSITIVO A PIE DE CAMA PARA LA EVALUACION DE REACTIVIDAD PLAQUETARIA
EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA ANTIPLAQUETARIA”

INTRODUCCION: La siguiente informacién describe el protocolo al cual se le esta invitando a participar de forma activa.
El investigador debera responder cualquier duda que surja a partir de la lectura de ésta.

PROPOSITO DEL ESTUDIO: Evaluar si se esta teniendo una buena respuesta al tratamiento con Clopidogrel (Plavix) y
Aspirina mediante la medicidn de la actividad plaquetaria.

PROCEDIMIENTO: Ha sido elegido para participar en este estudio, si usted desea participar, contestard preguntas acerca
de su estado de salud. De igual forma proporcionara una muestra de sangre para realizar estudios de laboratorio y
determinar ciertas proteinas que indicardn el estado de activacion de las plaquetas (pequefias células de la sangre
encargadas de la coagulacion y formacion de trombos). El presente estudio no implica ningln riesgo para su salud.

BENEFICIOS PARA PARTICIPANTES: Los resultados aportaran informacion nueva e importante acerca del estado actual
de la enfermedad y la manera como la poblacién mexicana responde a estos tratamientos. En caso de detectarse
cualquier alteracion importante, usted sera canalizado con el personal capacitado para su atencion.

CONFIDENCIALIDAD. La informacion obtenida durante el desarrollo de este estudio es absolutamente confidencial y no
puede ser utilizada con otro fin. Usted serd informado acerca de cualquier hallazgo de importancia para su salud durante
el desarrollo de este estudio.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacion en el
momento que lo desee. Ademas sé que puedo pedir informacidn adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacién en este estudio. Recibiré, si asi lo solicito una copia de los resultados de laboratorio de los estudios que se
me practiquen. Debo informar, tan pronto como sea posible a los investigadores de cualquier cambio importante que
ocurra en mi salud, incluyendo el consumo de medicamentos, suspensién o inicio de algin habito (p. ej. tabaquismo,
alcoholismo) o cambio de domicilio. Sé que las muestras obtenidas sélo podran ser utilizadas para los fines de este
estudio. Los costos del estudio los cubrirdn los fondos del Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular y el paciente
no pagara por los estudios paraclinicos propios del proyecto de investigacion.

He comprendido el contenido de esta carta de consentimiento informado, mis dudas han sido resueltas y
voluntariamente acepto participar en este estudio.

Fecha Teléfono

Paciente (Nombre y Firma) Testigo (Nombre y Firma)
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DEPENDENCIA: HOSPITAL GENFRAL
DR. MIGLEL SILVA

“MICHOAC AN TRABAJA™

B
—

L LAPELIENTE:

ASUNTQ: Aprobacién de protocolo

Marelia, Micheacan, 26 de enero dei 2C1¢

Dra. Martha Eva Viveros Sandoval
Investigadora Principal
Presente

Por este conducto informo a3 usted que el Comite de Etica del Hospital General Dr.
Migued Silva, reviso y aprobd el protocolo de investigacion titulado:

= Estudio de la Fosfoproteina estimulada por Vasodilatadores (VASP)
para evaluacién de reactividad plaguetaria y resistencia a clopidogrel.

Con la colaboracion del Dr. Carlos Arturo Arean Martinez, adscrito al Hospital
General "0Or, Miguei Silva”

Sir: otro particular e envid un coroial salude

ATENTAME% E
DR. GUILLERMO BRAVO o
PRESIDENTF DEC CCMITE DE ETICA  ~ 77 v

GPB*CCAM*sev
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