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FISIOLOGIA PLAQUETARIA

a) Generalidades.-

Las plaquetas juegan un papel importante en el proceso de hemostasis. Aunque en
condiciones fisioldgicas son elementos inertes, al producirse dafio en la capa endotelial de
la pared de un vaso sanguineo, las proteinas de la matriz subendotelial son expuestas a las
plaquetas circulantes y a los factores de coagulacidn; lo anterior produce adherencia
plaquetaria a dichas proteinas produciendo una monocapa protectora plaquetaria mediante
la unién del receptor de superficie GP Ib con el Factor de von Willebrand (vWF), colagena,
y posiblemente fibronectina o vitronectina en la pared del vaso. Posterior a la formacién de
la monocapa, agonistas especificos como trombina, colagena, tromboxano A2 y ADP,
producen agregacién plaquetaria; actuando todos ellos mediante un via comin: el
incremento en el calcio (Ca) intraplaquetario que promueve la fosforilacién de las cadenas
ligeras de miosina y la activacion de la fosfolipasa A2. La fosforilacién de la miosina
produce la formacién de pseudépodos, asi como centralizacion y exocitosis de los granulos
plaquetarios. La activacion de la fosfolipasa A2 incrementa el 4cido araquidomico, que
posteriormente es transformado por la ciclooxigenasa en tromboxano A2, una
prostaglandina especifica que es un potente activador plaquetario y vasoconstrictor; a su
vez la existencia de tromboxano A2, trombina y colagena provoca la liberacion de ADP de
los granulos plaquetarios.

La via final de la activacién plaquetaria por cualquiera de los mencionados agonistas es el
cambio conformacional del receptor de superficie plaquetario glicoproteina ITb/1lla; cada

receptor de éstos puede unirse a una o dos de las terminaciones del fibrinégeno, que



mediante enlaces cruzados con otras plaquetas, quede constituida la formacién del
trombo.'

b) Glicoproteinas plaquetarias.-

La GP IIb/llla es el principal receptor de la membrana plasmatica plaquetaria; es un
miembro de la familia de las integrinas, las cuales son complejos transmembrana
heterodiméricos constitidos por una subunidad alfa que contiene enire 3 y 4 cationes
divalentes como sitios de unién y una subunidad beta rica en unién disulfido. El cambio
conformacional dependiente de Ca de la GP Ilb/Illa posterior a la estimulacion inducida
por agonistas, facilita la fuerte unién con el fibrindégeno y el vWF, produciendo la ya
mencionada agregacion plaquetaria. La GP IIb/Illa posee un sitio de reconocimiento para la
secuencia de aminoacidos RGD (Arg-Gly-Asp) v todos los ligandos conocidos que se unen
a GP IIb/1lla, incluyendo fibrindgeno, fibronectina, vWF, vitronectina y trombospondina,
contienen un sitio de reconcimiento. Lag plaquetas no estimuladas contienen entre 40,000 y
80,000 de estos receptores en la superficie y entre 20,000 y 40,000 receptores distribuidos
entre los granulos alfa y sistemas canaliculares conectados a la superficie, que pueden
desplazarse a la superficie después de la activacién plaquetaria.

La GP Ib lleva a cabo la interaccién entre las plaquetas y el vWF, uniéndose a una
secuencia diferente a RGD (que permite la interaccion con el GP Ilb/Illa) asi como también
funciona como sitio de unién a la trombina. La GP Ib se encuentra en la superficie
plaguetaria en una relacién 1-1 con la GP IX (glicoproteina rica en leucina). La adhesion
plaquetaria, para ser estable, requiere de la interaccion de GP Ib-1X con vWF; los pacientes
con el sindrome de Bernard-Soulier carecen o tienen deficiencias en niveles de GP Ib y GP

IX lo que se manifiesta como trastornos hemorragicos.



Otras glicoproteinas como GP la-Ila, GP Ic-lla y alfa (v)- beta (3) son mediadoras de
adhesion plaquetaria a coldgena, fibonectina, laminina y vitronectina. La GP V forma un
complejo no covalente con la GP Ib-IX en la membrana plaquetaria. La PECAM-1 se une
a moléculas parecidas a la heparina, lo que hace suponer que esto puede contribuir la las
interacciones entre plaquetas y heparina, asi como entre plaquetas y otras células. La P-
selectina es el mediador entre la adhesion tanto de neutréfilos como de monocitos a las
plaquetas activadas y células endoteliales, sirviendo como localizador de los sitios donde se

ha producido dafio celular.

¢) Otras proteinas plaquetarias.-

Las plaquetas tienen minima habilidad para sintetizar proteinas, ya que contienen solo
pequefias cantidades de RNA y carecen de nucleo. La composiciéon en peso seco de las
plaquetas es de 60% de proteinas, 15% de lipidos y 8% de carbohidratos. Existen algunas
proteinas que son Unicas de las plaquetas. El factor plaquetario 4 se une a la heparina con
gran afinidad y neutraliza su actividad anticoagulante ademds que parece ser un potenciador
de la agregacion plaquetaria. La beta-tromboglobulina-F es quimiotactica para neutréfilos ¢
induce la exocitosis de dichas células. La trombospondina es una glicoproteina de unién a
Ca que contiene la secuencia RGD y se une a la GP IIb/Illa, al receptor de vitronectina y a
la GP V en la membrana plaquetaria y actlia como un importante estabilizador de la
agregacion plaquetaria. E] factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) estd
presente en los granulos alfa, es un mitégeno para las células de musculo liso y juega un

aparente papel en la progresion tumoral, fibrosis y ateroesclerosis.



d) Metabolismo plaquetario.-

La mayor fuente de energia de las plaquetas es la glucosa. La via glicolitica, el ciclo de
Krebs, el sistema NAD-NADH y pentosa-fosfato, son todos sistemas activos en las
plaquetas, ademas de que poseen enzimas para la fosforilacién y oxidacién de acidos
grasos. La glic6lisis es capaz de compensar completamente la produccién reducida de ATP
cuando la fosforilacion oxidativa se encuentra inhibida. La activacidén plaquetaria por
agentes estimulantes estd asociada con un incremento marcado en la actividad metabdlica
que comprende la glicogendlisis, asi como la glicolisis y oxidacion en varios grados. La
energia en ATP es utilizada por las plaquetas no estimuladas para mantener la homeostasis
de H, K, Nay Ca.

En cuanto al metabolismo del acido araquidénico (AA), éste es liberado de los fosfolipidos
de la membrana plaquetaria después de la estimulacién por varios agonistas mediante la
accion enzimatica de la fosfolipasa A2 o de la combinacidon de la fosfolipasa C y la lipasa
de diglicérido. Posterior a su liberacidn, el AA puede ser afectado tanto por la
lipooxigenasa con la produccion de acidos grasos, como por la ciclooxigenasa, que resulta
en la produccidon de tromboxanos, prostaglandinas o malondialdehido vy Aacido
hidroxiheptadecatriendico, constituyendo muchos de estos productos potentes agentes

liberadores y agregantes plaquetarios.

¢) Factores de coagulacién plaquetarios.-

La membrana plasmatica plaquetaria participa en el proceso de coagulacion al proveer una
superficie para la activacién y aceleracidon del factor X y del factor II, ademds de la
generacion de trombina y fibrindgeno. Muchos de los factores de coagulacion plasméaticos

se asocian a plaquetas, como son el factor v, los inhibidores de la coagulacion y el factor



XIII; ademas, las plaquetas estimuladas pueden activar los factores XI y XII, asi como
producir microparticulas parecidas a factor Va. La unién de los factores de la coagulacion
activados a la membrana plaquetaria facilita importantemente la rapida liberacién de dichos
factores en sitios de dafio a vasos sanguineos y los protege aparentemente de los inhibidores
plaquetarios y plasmaticos. El factor plaquetario 3 es requerido en la interaccién de los
factores IXa y VIIla que resultan en la activacién del factor X, asi como también en la
interacci6n entre los factores Xa y Va en la formacién de protrombinasa.”

Existen, ademas, factores de coagulacién asociados al fibrinégeno plaquetario como son:
Factor V, vWF, factor XI y XIlII, inhibidores de proteasas y la proteina S. El fibrin6égeno,
aunque no es sintetizado en las plaquetas, constituye hasta el 10% de las proteinas
plaquetarias y se considera al fibrindégeno superficial como esencial en la agregacion
plaquetaria inducida por ADP. La actividad de] factor V asociado con plaquetas (entre el {8
y 25% del total del factor V en sangre) se encuentra localizado en los granulos alfa, el
Factor Va (forma activada por trombina) es la mayor fosfoproteina secretora plaquetaria.
Las plaquetas contienen el 2.5% de la proteina S total; ésta, es un factor de coagulacion
dependiente de vitamina K que participa en la regulacién de la actividad de la proteina C,
es almacenada en los granulos alfa y liberada tras la estimulacion por trombina. Se cree que
la unién de la proteina S a la membrana plaquetaria localiza la proteina C activada en la
superficie plaquetaria y ambas promueven la rapida inactivacion de los factores Va y VIIla
en la membrana; aunque recientemente se ha demostrado actividad de proteina S
independiente de proteina C mediante unién directa al factor VIIla e inhibicion intrinseca
de la activacion del factor Xa. Ademads, la proteina S es capaz de regular la generacion de
trombina mediante su efecto inhibidor sobre el complejo de protrombinasa en las plaquetas

y células endoteliales.



La plaquetas son también almacenadoras de proteasas inhibidoras entre las que destacan el
inhibidor del activador del plasminégeno 1, alfa 1 proteasa, alfa 2- macroglobulina,

inhibidor de C1, alfa 2- antiplasmina y las nexinas I y II%.

ANTIPLAQUETARIOS

a) Acido Acetilsalicilico.-

La Aspirina (&cido acetilsalicilico) continua siendo el agente antiplaquetario mas conocido
y utilizado, debido principalmente a su bajo costo y relativa baja toxicidadad’® , la aspirina
inhibe la produccién de Tromboxano A2, acetilando de forma irreversible el residuo serina
de la sintetasa de prostaglandina H2. La accidn principal de la aspirina es sobre COX-1,
dejando practicamente intacta a la COX-2, lo que explica la persistencia de produccion de
tromboxano a pesar del uso de aspirina.® La Aspirina ha demostrado su efectividad de
manera concluyente en la fase aguda del infarto al miocérdio, por lo que debe ser
administrada a todos los paciente en el franscurso de éste. El estudio ISIS Il demostrd
beneficio en reduccién de mortalidad en conjunto con trombolisis con estreptoquinasa (20
vidas salvadas por cada 1000 pacientes tratados) siendo la combinacién de ambos agentes
el doble de efectiva que si se aplicara cada agente solo’. El papel de la aspirina también ha
sido demostrado en el contexto de la angina inestable y el infarto sin elevacién del ST. El
estudio RISC demostré que aspirina reduce la incidencia de muerte ¢ infarto no fatal®; en
otro estudio se demostré una reduccion en la incidencia de muerte o infarto no fatal de
16.1% a 5.8% a 30 dias.” La Aspirina ha demostrado ser efectiva en la prevencién de
eventos vasculares cercbrales asi comoe en pacientes que ya lo han padecido, con un

beneficio de 10 vidas salvadas por cada 1000 pacientes tratados.®
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b) Clopidogrel y Ticlopidina.-

Clopidogrel y Ticlopidina son tienopiridinas que previenen la activacién plaquetaria
bloqueando la agregacidon inducida por ADP y ademds inhibiendo la agregacion en
respuesta a colagena, trombina y estrés de rozamiento; ambos tienen un efecto sinérgico
cuando se combinan con aspirina, ya que no posen efecto sobre la ciclooxigenasa. Ambos
agentes pueden reducir la formacioén de trombos, tanto arteriales como venosos, mediados
por metabolitos atin no identificados. Su mecanismo de accién es el irreversible bloqueo de
la unién de adenosin 5'-difosfato (ADP) con su receptor en la superficie plaquetaria. Estos
agentes aparentemente interactian con los receptores purinérgicos tipo 2 que tienen una
baja afinidad por el ADP; estos receptores se unen con proteina G, que cuando es activada
promueve la movilizacion de las reservas internas de Ca de la plaqueta, accidén que lleva a
la activacion del proceso de unidn del fibrindgeno con el receptor GP [Ib/Illa y a la
consiguiente agregacidén plaquetaria. El bloqueo de estos receptores purinérgicos de baja
afinidad del ADP inhiben la unién de fibrinégeno al GP Ib/llla con la disminucion
esperada en la agregacion plaquetaria y la disminucién en la formacién de trombo. El
efecto de estos agentes sobre la agregacion plaquetaria se considera moderado (inhibicién
plaquetaria de 20 a 30%) cuando se compara con el efecto de los inhibidores directos de la
GP IIb/llla (inhibicion de 80 a 90%). La inhibicién de la agregacion inducida por ADP es
significativa al segundo dia de tratamiento en sujetos sanos que recibieron clopidogrel (50,
75 o 100mg/dia) o ticlopidina (500mg/dia) con estabilizacién de la inhibicién entre 3 y 7
dias. Tanto clopidogrel como ticlopidina a las dosis mencionadas prolongan el tiempo de
sangrado entre 1.5 y 1.7 veces el basal; esta prolongacion aparece casi inmediatamente, sin
embargo alcanza su mayor rango entre 5 y 6 dias de iniciado el tratamiento. El intervalo

para la normalizacidn del tiempo de sangrado es aproximadamente de 10 dias después de la
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suspension del medicamento, lo que corresponde a la vida plaquetaria. En un estudio de
Khatereh® et al se compar6 el efecto inhibitorio de la combinacién de aspirina vy
clopidogrel contra monoterapias de dichos agentes, sobre la agregacion y activacion
plaquetaria inducidas por la estimulaciéon de varios agonistas, en pacientes posterior a
infarto al miocardio; la agregacion dependiente de ADP se encontré significativamente
disminuida en pacientes tratados con clopidogrel solo y en los tratados con la combinacion
clopidogrel-aspirina, comparados con el grupo de aspirina sola. Cabe mencionar que la
potenciacién de la inhibicién no fue dosis dependiente de la cantidad de aspirina utilizada,
en contraste, los niveles medios de agregacion plaquetaria dosis dependiente inducida por
colagena a 1.5, 4.0 y 40 mcg/ml, fueron significativamente mayores en pacientes tratados
con clopidogrel solo, cuando se comparé conira aspirina sola; sin embargo, el uso de ambos
medicamentos en combinacién potencidé fuertemente los efectos antiagregantes de las
monoterapias a cualquier concentracion de colagena, haciendo nuevamente referencia a que
los resultados no fueron afectados por la dosis utilizada de aspirina. La agregacién inducida
por el péptido agonista del receptor de trombina (TRAP) no fue significativamente distinta

cuando se utilizé la concentracién menor del agonista (§uMol /L) entre todos los grupos de

tratamiento, sin embargo a concentracion de 10puMol /I. de TRAP la agregacion mostro
tendencia a ser menor en el grupo combinado; siendo que a concentracién mayor de
15uMol /L. si se encontrd diferencia significativa en el grado de inhibicién de la agregacién
en el grupo de terapia combinada. La aspirina sola o en combinacién con clopidogrel
inhibié completamente la agregacion inducida por 4cido araquidénico, mientras que

clopidogrel solo no logré dicho efecto.



En cuanto a los efectos adversos de ambos agentes, la incidencia de sangrado en varios
estudios ha demostrado no ser significativamente diferente a la provocada con el uso de
aspirina. Existe cierto temor con el uso de ticlopidina, ya que se ha demostrado asociacion
con neutropenia; en el estudio TASS ocurri6 neutropenia grave pero reversible en menos de
1% de los pacientes, generalmente en los primeros meses del tratamiento. Por su parte,
clopidogrel, en el estudio CAPRIE' mostré una incidencia de 0.1% de neutropenia, la cual
es similar a la existenfe con aspirina. Por otro lado, ticlopidina, se ha asociado a
presentacion de pirpura trombocitopénica trombdtica con al menos 60 casos reportados en
1997, aunque un reporte reciente ha alertado acerca de la presentaciéon de PTT con el uso de
clopidogrel (incidencia de 12 casos por un milléon vs ticlopidina 1 caso por 4000
tratados)'!,*. Algunos otros efectos adversos observados son: molestias gastrointestinales,
urticaria, prurito, trombocitopenia, anemia aplasica, colestasis, hepatitis y nefrtis
intersticial éstas se presentan con menor frecuencia con el uso de clopidogrel.

Clopidogrel se administra una vez al dia y su tolerabilidad es similar a la de aspirina. El
estudio multicéntrico CAPRIE, incluyé 19,185 pacientes con enfermedad vascular
conocida (enfermedad cerebrovascular, infarto al miocardio y enfermedad wvascular
periférica) aleatorizados para recibir clopidogrel 75mg/dia vs apirina 325mg/dia; despucs
de un seguimiento de 1.9 afios, los pacientes tratados con clopidogrel tuvieron un nimero
significativamente menor de eventos cardiovasculares, eventos cerebrales o muerte
vascular, que los pacientes tratados con aspirina (5.8% vs 5.3% con una reduccién de
riesgo relativo de 8.7%), demostrando mayor efecto en pacientes con enfermedad vascular
periférica y menor en pacientes con mfarto al miocardio. Actualmente es comin ¢l cambio
de ticlopidina a clopidogrel como agente terapéutico, debido a los efectos potencialmente

letales de la ticlopidina; son varios los estudios que han demostrado similar eficacia de



clopidogrel y ticlopidina en la prevencion de trombosis del stent cuando son utilizados
posterior a la angioplastia con uso de stent. El estudio CLASSICS? aleatorizé a pacientes
posterior a la colocacién de stent intracoronario a recibir aspirina mas ticlopidina o aspirina
mas clopidogrel con dosis de carga (300 mg seguidos de 75mg/dia) o sin ella, durante un
mes, sin encontrar diferencias significativas en muerte, infarto o revascularizacion repetida
en ambos grupos de medicamentos, pero con disminucion significativa de los afectos
adversos colaterales en el grupo de clopidogrel (4.6 vs 9.1%); ademds demostré que la
dosis baja habitual de clopidogrel presentd mayor indice de eventos que el grupo con dosis
de carga (6.3% vs 2 9%). Berger et al'* realizé un estudio con controles histricos en
pacientes posterior a colocacion de stent; encontré que la combinacién de clopidogrel ¥
aspirina mostré menor incidencia de eventos cardiacos (0.8% vs 1.3% para ticlopidina-
aspirina p=ns) vy trombosis subaguda del stent (0.2% vs 0.7% con p=ns).

En cuanto al uso de clopidogrel en pacientes con angina inestable el estudio CREDO
(clopidogrel for reduction of events during observation) ha aleatorizado a 2000 en espera de
intervencion coronaria percutanea a recibir aspirina con clopidogrel o placebo, sin embargo
no se cuenta con resultados actuales.'”

El estudio CURE (clopidogrel in unstable angina to prevent recurrent ischemic events)
aleatorizo a 12,562 pacientes con sindromes coronarios agudos sin elevacioén del segmento
ST a recibir aspirina mas clopidogrel (dosis de carga de 300 mg, continuando con
75mg/dia) o placebo mas aspirina por 12 meses; sus resultados recientemente publicados
muestran menor porcentaje en las tasas de muerte cardiovascular, infarto al miocardio y
evento vascular cerebral en el grupo con clopidogrel (9.3%) contra el grupo placebo
(11.4%) (riesgo relativo de 0.80, p<0.001), isquemia refractaria ocurrié en 16.5% en el

grupo clopirdogrel contra 18.8% del placebo (riesgo relativo 0.86, p<0.001). Los
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porcentajes de pacientes hospitalizados con isquemia refractaria grave, insuficiencia
cardiaca, revascularizacién y necesidad de trombolitico, también se encontraron
significativamente reducidos en el grupo con clopidogrel. Se encontré ademés, que los
pacientes que recibian clopidogrel tuvieron mayor incidencia de hemorragia (3.7% vs
2.7%) que el grupo placebo (riesgo relativo 1.38, p<0.001), sin embargo no hubo diferencia
significativa en los casos de hemorragia que comprometieran la vida del paciente o de
eventos cerebrales hemorragicos. Con todo esto se concluyd que el clopidogrel como
agente antiagregante plaquetario tiene efectos benéficos probados en caso de sindromes

. . 'y 24
agudos coronarios sin elevacion del segmento ST,

JUSTIFICACION

La oclusion coronaria y los eventos vasculares cerebrales (EVC) debidos ateroesclerosis
representan una de las causas principales de muerte en muchos paises’® 7. La enfermedad
cardiovascular ocupa el primer lugar en mortalidad en 31 de 35 paises de América. En
Meéxico, ocurren 65,603 muertes debidas a coronariopatia y 24,344 debidas a EVC en
1996'%. La plaquetas tienen un papel bien definido en la etiopatogenia de dichas
enfermedades, tanto en la fase crénica de la formacién de la lesion vascular como en la fase
aguda de la aterotrombosis'. En el metanélisis realizado por el “Antiplatelet Trialist's
Collaboration” en 145 estudios, en el cual fueron incluidos 100,000 pacientes, se llegé a la
conclusién que las drogas antiagregantes plaquetarias son eficaces en la prevencion de
infartos cerebrales, infartos miocardicos y muertes secundarias a patologia vascular; asi
como también se demostré que existia una reduccion en el riesgo relativo (RR) de infarto
cerebral no fatal (31%), infarto agudo al miocardio no fatal (35%) asi como en la

. 2 . T .. ’
mortalidad de causas vasculares (18%)%. Las conclusiones del analisis son: aspirina por si
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sola tiene clara utilidad. La combinacién de aspirina y dipiridamol no es superior a aspirina
sola. La sulpinpirazona es menos eficaz. Otros estudios han demostrado que la ticlopidina

es mas efectiva que la aspirina”' *

. Existe entonces, suficiente evidencia de que aspirina y
ticlopidina son utiles en sujetos con enfermedad ateroesclerosa y ambos medicamentos
parecian ser mas eficaces que otros compuestos estudiados hasta ese momento. Es hasta el

afio de 1996 en que el clopidogrel en el estudio CAPRIE demuestra su efectividad con

reduccion del 8.7% en el riesgo relativo de presentacién de cualquier evento vascular.

OBJETIVO

Definir el efecto del clopidogrel sobre la agregacion plaquetaria inducida por ADP y
colagena, el tiempo de sangrado (Ivy-Mielke) y los niveles de fibrindgeno, asi como la
tolerabilidad y seguridad a corto plazo, en pacientes en los cuales el uso de antiagregantes

plaquetarios esta indicado en el contexto de riesgo de eventos atero-trombdticos.

MATERIAL, METODOS Y PROCEDIMIENTO

Llevamos a cabo un estudio que incluyo a 90 pacientes: 41 con historia de evento vascular
coronario (CHD) (ej. Infarto agudo al miocardio, angina estable e inestable) y 49 pacientes
con EVC de origen trombético, todos candidatos a recibir tratamiento antiagregante
plaquetario, sin haber recibido ningim compuesto de esta clase por 7 dias previos a la
inclusién en este estudio. El diagndstico de Cardiopatia isquémica se basé en estudios
clinicos y electrocardiograficos asi como en angiografia coronaria. El diagnostico de EVC
en sintomas clinicos de evento vascular cerebral transitorio o infarto cerebral, asi como en
estudios de Doppler y Tomografia Computada. Se requirié de consentimiento escrito de

todos los pacientes.
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Criterios de exclusion. Déficit neuroldgico garve con postracion permanente o demencia,

eventos cerebrovasculares de origen cardiaco o posteriores a endarterectomia coronaria o
angiografia carotidea, hipertension arterial descontrolada, falla hepética grave, antecedentes
de coagulopatia, uso de anticoagulantes, antecedentes de hemorragia sistémica, neutropenia
(< 1200 neutrofilos/mm3) o trombocitopenia (<100,000 plaquetas/mm3), alergia a la
ticlopidina, asi como el uso de drogas tromboliticas dentro de las 48 horas previas a ser
incluidos en el estudio.

Tratamiento Administrado. Cada paciente recibié 75 mg de clopidogrel una vez al dia,

después del desayuno, por 12 semanas, como Unico tratamiento antiplaquetario. Se realizd
una revision médica antes de iniciar el tratamiento y a las 6 y 12 semanas, segudidas de una
evaluacién via telefonica a las 16 semanas, Se tom6 en consideracidn cada efecto adverso v
cualquier otro medicamento empleado concomitantemente. Si se llegd a requerir, se
administraron analgésicos como paracetamol o cualquier otro agente sin actividad sobre la
agregacion plaquetaria.

Evaluacién de la funcién plaquetaria. Para evaluar el efecto del clopidogrel en la funcion

plaquetaria, las siguientes pruebas fueron realizadas, tanto antes del inicio del tratamiento
(basal) como en cada una de las revisiones médicas (semanas 6 y 12).

a) Agregacién plaquetaria. Fue determinada por el método estandar: Para cada prueba
se obtuvo muestra sanguinea por venopuncién y fue colectada en tubos de
polipropileno (Nalgene) conteniendo 3.8% de citrato de sodio en una proporcion
9:1. Se preparo¢ plasma rico en plaquetas (PRP) mediante centrifugacion a 140xg/4
min a temperatura ambiente; de la restante sangre se obtuvo plasma pobre en

plaquetas (PPP) mediante centrifugacién a 1000xg/15 min. La concentracion de

plaquetas se ajust6 a 200,000/pl. Las pruebas fueron llevadas a cabo dentro de las 2
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b)

d)

horas posteriores a la exiraccion sanguinea mediante un Lumino-agregdémetro
(Chronolog) a 37° C®. La agregacién plaquetaria fue inducida con SuM de
adenosin difosfato o con 20 wml de colagena (Sigma Chemicals). El equipo
Chronolog fue conectado a una PC que calculé los resultados como porcentajes de
agregacion. Para evitar variabilidad, la agregacion plaquetaria fue determinada en
una mezcla de PRP de cuatro donadores sanos, tomados como 100% de agregacion,

contra lo cual se compararon los resultados de cada paciente.

Tiempo de sangrado. Fue medido de acuerdo a la prueba de Ivy 13334, utilizando
lancetas desechables (Simplate, Organon Técnica) que producen incisiones de Imm
de profundidad y 5 mm de longitud. Las incisiones fueron realizadas en el lado
ventral del tercio superior del antebrazo, después de aplicar una presiéon de
40mmHg mediante un brazalete y un baumandmetro. El tiempo de sangrado fue
medido con cronometro. El tiempo de referencia para sujetos voluntarios sanos fue
entre 3 y 7 minutos,

Concentracién de fibrindgeno en plasma. TFueron medidas mediante la técnica

descrita por Clauss.

Examenes de Laboratorio. En conjunto con las pruebas de funcién plaquetaria,

fueron realizadas las siguientes pruebas a cada paciente: biometria hematica,
quimica sanguinea, bilirrubina total, fosfatasa alcalina, transaminasas, lactato

deshidrogenasa y proteinas plasmaticas.

Criterios de evaluacién. Se consideraron las variaciones porcentuales entre los

valores basales de agregacion plaquetaria, el tiempo de sangrado en minutos y los

TESISCON |
FALLA DE ORIGEN
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niveles de fibrindgeno en plasma y aquellos observados durante el seguimiento

(semanas 6 y 12). La significancia estadistica se considerd con valores de p<0.05 .

RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion estudiada. Fueron incluidos vy evaluados 90 pacientes (41

con CHD y 49 con EVC). La tabla 1 muestra las caracteristicas demogréaficas.

Caracteristicas de la poblacién

Variable CHD EVC Total
Pacientes 41 49 90
Edad (aiios)
Media 57.73 63.59 60.92
Desviacion Estandar 11.07 10.31 11.00
Minima 36.00 28.00 28.00
Mediana 56.00 66.00 62.00
Méxima 77.00 85.00 85.00
Evolucién (afios)
Media 4.60 1.91 3.14
Variacion Estandar 5.27 2.31 4.15
Minima 0.00 0.00 0.00
Mediana 3.00 1.00 2.00
Maxima 24.00 10.00 24.00
Peso Corporal (kg)
Media 73.46 67.51 70.15
Desviacion Estandar 11.39 12.10 12.10
Minima 49.00 40.50 40.50
Mediana 73.00 67.00 69.00
Mixima 99.50 90.00 99.50
Estatura (cm)
Media 164.00 159.14 161.29
Desviacion Estandar 8.34 8.65 8.80
Minima 145.00 139.00 136.00
Mediana 164.00 160.00 162.00
Maxima 182.00 176.00 182.00
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Es importante hacer notar que existe una diferencia de edad de aproximadamente 5 afios
entre la poblacién con CHD y EVC, asi como una predominancia del genero masculino en
el total de la poblacion estudiada (77%). La tabla 2 muestra el perfil patolégico de la

poblacion estudiada.

Tabla 2
Historia Personal Patologica

Variable CHD* EVC* Total

N %o N Yo N %
Diabetes mellitus 11 26.83 19 38.78 30 33.33
Enfermedad Arterial I 2.44 1 111
Periférica
Hiperlipidemia 22 53.66 23 46.94 45 50.00
Hipertension Arterial 17 41.46 31 63.27 48 53.33
Esencial
Hipertension Arterial 1 2.04 1 1.11
Secundaria
Infarto agudo al miocérdio 5 12.20 1 2.04 6 6.67
Insuficiencia Cardiaca 2 4.88 1 2.04 3 3.33
Angina 28 84.84 4 8.16 32 38.09
Nefropatia cronica 2 4.88 1 2.04 3 3.33

* El porcentaje es tomado del grupo total de sujetos por cada grupo

Destaca la Diabetes mellitus tipo II (26 8% en CHD y 38.7% en EVC) hiperlipidemia
(aproximadamente 50%), hipertension arterial esencial (41.4 % en CHD y 63.2% en EVC)
y angina {(84.8% en CHD y 8.1% en EVC). Como parte de la evaluacion de seguridad se
midié la presién sistdlica y diastolica, mismas que no mostraron cambios durante el
seguimiento del estudio.

Historia familiar. La enfermedad mas frecuente fue la Diabetes mellitus, hipertension

arterial, cardiopatia isquémica e isquemia cerebral arterial previa. La incidencia de Diabetes
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se reportd entre 50 y 55% de los familiares de sujetos tanto en el grupo de CHD como en el
de EVC. Cardiopatia isquémica se encontré en 46.3% entre los familiares del grupe de

CHD y en 26.5% del grupo de EVC. (ver Tabla 3).

Tabla 3
Historia Familiar

Variable CHD* EVC* Total*

N %o N Y N %
Coronariopatia 19 46.34 13 26.53 32 35.56
Coagulopatia
Diabetes Mellitus 22 53.66 27 50.10 49 54.44
Dislipidemia 4 9.76 8 16.33 12 13.33
Enfermedad Arterial 2 4.88 5 10.20 7 7.78
Periférica
EVC previo 10 24.39 14 28.57 24 26.67
Enfermedad de la
Colagena
Hipertension Arterial 16 39.2 24 48.98 40 44 .44
Neoplasia 1 2.44 1 1.11
hematolégica

* El porcentaje es tomado del grupo total de sujetos por cada grupo

Respecto al habito tabaquico, su baja frecuencia fue de llamar la atencién; se encontrd en
7.78%. El uso de agentes antiagregantes plaquetarios fue suspendido una semana antes del
inicio del estudio. Todos los sujetos en el estudio habian recibido previamente tratamiento
con aspirina. En el grupo de CHD, 4 sujetos no habian recibido ningin agente antiagregante
(s6lo naproxen), 24 habian recibido aspirina, 17 ticlopidina y uno la combinacion aspirina-
ticlopidina, otro aspirina-acenocumarina y 2 sujetos no habian recibido terapia alguna.

Medicacién concomitante Mas de 75% de los pacientes de ambos grupos requirieron de

medicacién concomitante. Lo maés frecuentemente administrado fueron diurélicos,
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antihipertensivos, hipoglicemiantes, hipolipemiantes y drogas antiangina. E! tratamiento
fue instituido para las enfermedades asociadas en ambos grupos de pacientes (hipertension

arterial, diabetes mellitus e hiperlipidemia).

RESULTADO DE LOS ESTUDIOS DE FUNCION PLAQUETARIA Y FIBRINOGENO,

Evaluacidn de la accion del clopidogrel por medio de agregometria plaquetaria. Existié una

progresiva disminucién en la agregacion plaquetaria inducida por ADP durante las 12
semanas de tratamiento. El efecto fue significativo p<0.001 a las 6 y 12 semanas al

compararlo con los valores basales para ambos grupos (Figura 1 y 2).
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El porcentaje de reduccion de la agregacion plaquetaria dependiente de ADP, después de la
administracion de la droga, se muestra en la Tabla 4 y confirma que existié disminucién

significativa entre 33 y 41%.
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Tabla 4
Porcentaje de disminucion en la agregacion plaquetaria dependiente de ADP

Variable CHD EVC Total
Media(%) DE Media(%) DE Media(%) DE

Diferencia semana -38.60 27.31 -35 59 41.51 -36.38 36.17

0-6

Diferencia visita -44.43 20.55 -29.14 502 -35.33 4972

0-12

Existio disminucién en la agregacién plaquetaria inducida por colidgena durante el
tratamiento en ambas grupos en estudio, sin embargo esta disminucidn no alcanzé valores

significativos (10% a las 12 semanas de tratamiento) Figura 3 y 4.
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Tiempo_de sangrado. Este fue significativamente prolongado de 3.4 +/- 1.5 a 14.3 +/-

142, de 52+/-41 a 153 +/-154 yde 43 +/-32 a 15.1 +/- 15.0 minutos, en los
grupos con CHD, con EVC y en el total de la poblacién respectivamente, lo que representd

un incremento de 3.3 a 4.2 veces comparado con el valor basal del tiempo. Ver figura 5.
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Tiempo de Hemorragia (lvy-Mielke)
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Fibrin6geno plasmético. No existieron modificaciones significativas en el nivel de

fibrindgeno durante el tratamiento. Tabla 5 y figuras 6 a 8.

Tabla 5
Fibrinégeno en plasma (g/L)
Semana CHD EVC Total
Media DE Media DE Media DE
0 2.99 0.56 3.14 0.70 3.07 081
6 2.70 0.33 3.09 0.58 2.93 0.53
12 2.71 0.48 2.98 0.59 2.87 0.57
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Concentracion de Fibrindogeno
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PARAMETROS DE SEGURIDAD

Pacientes retirados del estudio. Seis pacientes (6.6%) tuvieron que ser retirados antes de la

conclusion del estudio. En el grupo de CHD el motivo del retiro fue la presencia de nausea,
pirosis, prurito, angina en reposo, crisis hipertensiva, cefalea y mareo. En ¢l grupo de EVC
el retiro fue debido a hemorragia intracerebral y eritema focal en el muslo.

Eventos adversos. En el grupo con CHD hubo un caso de prurito, nafsea, pirosis y mareo.

En el grupo con EVC hubo un caso con vomito, distensién abdominal y diarrea. Los
eventos adversos que fueron posiblemente asociados al uso de clopidogrel aparecieron solo
en 4 sujetos. Cabe hacer notar que ninguno de los eventos reportados tuvo una frecuencia

mayor al 3% Ver tabla 6.

24



Concentracion de Fibrinégeno

" Grupo Total de Enfermos

3.5 —
M B B
2 | i-

15 |
1 L
05

Basal 6 12
Semanas

Figura 8

PARAMETROS DE SEGURIDAD

Pacientes retirados del estudio. Seis pacientes (6.6%) tuvieron que ser retirados antes de la

conclusion del estudio. En el grupo de CHD el motivo del retiro fue la presencia de nausea,
pirosis, prurito, angina en reposo, crisis hipertensiva, cefalea y mareo. En ¢l grupo de EVC
el retiro fue debido a hemorragia intracerebral y eritema focal en el muslo.

Eventos adversos. En el grupo con CHD hubo un caso de prurito, nafsea, pirosis y mareo.

En el grupo con EVC hubo un caso con vomito, distensién abdominal y diarrea. Los
eventos adversos que fueron posiblemente asociados al uso de clopidogrel aparecieron solo
en 4 sujetos. Cabe hacer notar que ninguno de los eventos reportados tuvo una frecuencia

mayor al 3% Ver tabla 6.

24



Tabla 6
Efectos Adversos

Evento CHD* EVC# Total*
N % N % N %
Visita 2
Nausea 1 2.4 - - 1
Pirosis 1 2.4 - - 1
Prurito 1 2.4 - - 1
Mareo 1 2.4 - - 1
Vomito - - 1 2.0 1
Distension abdominal - - 1 2.0 1
Visita 4
Diarrea - - 1 2.0 1 1.11

* El porcentaje es tomado del grupo total de sujetos por cada grupo como 100%

DISCUSION

En este estudio se investigd el efecto inhibidor inducido por ADP y colagena sobre la
agregacion plaquetaria del clopidogrel en pacientes con ateroesclerosis, con diagnéstico
previo de eventos coronarios o vasculares cerebrales y con riesgo alto de eventos
aterotromboticos recurrentes. Fisiopatolégicamente, los eventos ocurren debido a la
presencia de placas ateroesclerdticas complicadas cuya ruptura conduce a la rapida
formacién de trombo oclusivo. En todo esto se encuentra implicada importantemente la
reactividad plaquetaria, siendo este el mecanismo por el cual se producen los sindromes
clinicos como angina inestable, infarto agudo al miocardio, muerte slbita, eventos
cerebrales isquémicos o infartos cerebrales, asi como trombosis periférica. El proceso inicia
cuando la placa rota expone el factor tisular y la hemostasis queda activada.
Progresivamente las plaquetas son reclutadas y activadas medianie tres mecanismos:
secrecion de ADP, produccion de Tromboxano A2 y generacién de trombina; esto conduce

a reacciones de amplificaciéon que rapidamente producen la formacién de trombo, al cual,
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sino se le limita el crecimiento, terminard por ocluir el vaso. Ha sido demostrado que en
pacientes con ateroesclerosis la administracién de aspirina inactiva la produccion de
tromboxano A2 irreversiblemente, lo que reduce el riesgo de oclusion vascular entre 20 y
25%. La ticlopidina inhibe la agregacion mediada por ADP y reduce el riesgo entre 30 y
35%, por lo que varios estudios han demostrado que la Ticlopidina es mas efectiva que
aspirina en reduccién de eventos cerebrovasculares™ . En los diferentes estudios clinicos
ha sido comprobada la efectividad de clopidogrel, aunque no se han realizado estudios
rutinarios de funcién plaquetaria para documentar la disminucién en la agregacién
plaquetaria mediada por ADP o la prolongacion del tiempo de sangrado. Tampoco existen
estudios que evalien el efecto de clopidogrel en la concentracion plasmatica de
fibrin6geno.

En voluntarios sanos, ha sido demostrado que la dosis diaria de 75mg de clopidogrel reduce
la agregacion plaquetaria en 52% después del sexto dia y prolonga el tiempo de sangrado
2.2 veces el valor basal.”® El efecto sobre la agregacién plaquetaria es observado después
de las 6 horas de administrada la dosis inicial, pero no a un grado importante; en otro
estudio en voluntarios sanos una reduccion en la agregacion plaquetaria entre 55 y 57% se
encontrd después de 7 dias y esto no sufrid variaci6on conforme a la edad del pacienteZG.Este
prolongado periodo de latencia entre la administracién y el inici6 del efecto debera de ser
tomado en cuenta en las situaciones clinicas en las que se requiera un cfecto répido del
compuesto. Cuando se administra una dosis de 300 a 400 mg en efecto antiagregante se

logra en menor tiempo®’. Esto significa que en aquellos casos en los que el clopidogrel se
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administre de forma crénica, una dosis diaria de 75 mg es suficiente, mientras que una
dosis mayor es permitida cuando es requerido efecto rapido, por ejemplo cuando se instala
un stent intracoronario o se utilizan puentes aorto-coronarios.

La combinacion de clopidogrel y aspirina incrementa la eficacia y reduce el riesgo relativo
de presentar eventos aterotromboticos, mediante la inhibicién de las dos principales vias en
la amplificacion de la agregacién plaquetaria. En primates ha sido demostrado que dicha
combinacion es mas eficaz que cada medicamento administrado individualmente, tanto en
la inhibicién de la activacion plaquetas y fibrina®. Los mismos resultados han sido
obtenidos en estudios realizados en conejos® y estudios clinicos”. La seguridad y la
eficacia de la combinacién de aspirina y clopidogrel en la prevencién de la oclusion de
stent intracoronario es similar a la observada con el uso de la combinacién aspirina y
ticlopidina, solo que los efectos secundarios son reducidos cuando se utiliza clopidogrel;
los eventos de oclusidn del stenl que han sido reportados durante las etapas iniciales del
tratamiento con clopidogrel pueden estar relacionados con la falta de una dosis de carga
inicial®! *2.

En este estudio, en pacientes con alto riesgo de eventos aterotrombéticos recurrentes, con
una dosis de clopidogrel de 75mg por dia, confirmamos una significativa reduccion en la
agregacion plaquetaria inducida por ADP de 90.7 +/- 13.2% a 49.2 +/- 23.7%, de 89.7 +/-
23.3% a 55.1 +/- 26.1% y de 90.2 +/- 19.3% a 52.7 +/- 25.2% en los grupos con CHD,
EVC y la poblacidn total respectivamente; confirmamos también una reduccioén de la

agregacion plaquetaria en el grupo que tenia tanto EVC como CHD hasta 36%. Como
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ocurre con otros agentes antiagregantes plaquetarios, el clopidogrel no tuvo efecto sobre la
agregacion inducida por colagena; los niveles medios en la curva de agregacion plaguetaria
mediada por colagena disminuyeron de 67.2 +/- 39.3% a 60.6 +/- 30.7%, de 76.1 +/- 35.4%
a75.6 +/- 31.8% y de 72.2 +/- 37.2% a 69 +/- 32% en los grupos con CHD, EVC y la
poblaciéon total respectivamente, representando una disminucidn no significativa
aproximada del 10%. También observamos que la prolongacion del tiempo de sangrado no
incremento las complicaciones hemorragicas. Por otro lado, observamos que los niveles de
fibrindgeno permanecieron sin cambio durante las 12 semanas del tratamiento, 1o que nos
permite afirmar que esto no aumenta el indeseable efecto hemorragico.

Podemos concluir a partir de nuestros datos que clopidogrel produce reduccion significativa
de la agregacion plaquetaria dependiente de ADP en pacientes con ateroesclerosis
comprobada clinicamente, y la consecuente prolongacion del tiempo de sangrado; lo que
puede explicar la importante eficacia del medicamento demostrada por los estudios
clinicos. A pesar de la reduccién en la funcidn plaquetaria y de la prolongacion del tiempo

de sangrado, el perfil hemostatico de seguridad es adecunado.
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