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RESUMEN

La inhibicidn del receptor plaquetario P2Y 12 con el empleo de clopidogrel ha representado un importante
avance en el tratamiento farmacologico de los pacientes con enfermedad aterotrombdtica, especialmente
en los sindromes isquémicos coronarios agudos y en el intervencionismo coronario percutaneo. Sin
embargo, se ha encontrado que a pesar de los efectos benéficos asociados al uso de clopidogrel,
algunas experiencias clinicas y de laboratorio han identificado algunas limitaciones, en primer lugar su
amplia variabilidad en la respuesta inhibitoria plaquetaria; en la que se han involucrado diferentes
factores: clinicos, interaccion con otros farmacos, genéticos (polimorfismos P2Y12, CYP3AS5) y celulares
(ADP, CYP, P2Y12),que establece la necesidad de explorar nuevas estrategias de tratamiento

antiagregante plaquetario.

OBJETIVO

1.- Determinar la frecuencia genotipica de los polimorfismos P-450 (CYP3A4 Y CYP3A5) y el P2Y12
(T744C) y su correlacion fenotipica asociada a la respuesta al clopidogrel en pacientes con Infarto
agudo del miocardio, sin elevacién de ST e infarto agudo del miocardio con elevacién del ST, sometidos
aun ICP.

METODOS

El estudio se realizé en el Hospital de Cardiologia CMN IMSS siglo XXI, el analisis de los productos
derivados de sangre, se realizé en el Laboratorio Central de Analisis Clinicos y en la Unidad de
Aterosclerosis y Trombosis del Hospital General Regional No. 1 Carlos MacGregor Sanchez Navarro del
IMSS. Se obtuvo los registros hospitalarios (hemodindamica y Unidad de cuidados intensivos
cardiovasculares) de todos los pacientes con diagnéstico de Cardiopatia Isquémica con Sindrome
Isquémico Coronario Agudo con y sin elevacion del segmento ST (demostrada por cuadro clinico,
electrocardiograma y marcadores bioquimicos) y que fueron sometidos a una Intervencion Coronaria

Percutanea, y que hayan recibido tratamiento con 300mg de clopidogrel en las 48 horas previas.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de las variables continuas se efectué con la prueba T de student y el de las variables
discretas mediante Chi-cuadrada o la prueba exacta de Fisher. La correlacion entre las alteraciones
fenotipicas y genotipicas se realizé6 mediante el coeficiente de correlacién de Spearman. La significaciéon

estadistica se aceptara con p<0.05.



RESULTADOS

Se incluyeron 60 pacientes con diagnéstico de Sindrome Isquémico Coronario Agudo, de los cuales se
document6 IAMCEST en un 51%, IAMSEST en 12% y angina Inestable de alto riesgo en 3%, a todos se
les realizd una Intervencion Coronaria percutanea. En 90% de los pacientes el evento cardiovascular
(SICA) fue agudo. La edad promedio fue 63.7t11.8 anos de edad y el sexo predominante fue el
masculino en un 76.6%. Los factores de riesgo modificables asociados fueron diabetes mellitus (45%),
hipertension arterial sistémica (52%), dislipidemia (47%) y tabaquismo (58%). En un 22% se documentd
historia cardiovascular previa (20% infarto del miocardio y 10% angina inestable). En 30% de los
pacientes se registro antecedente heredofamiliar de enfermedad cardiovascular. La distribucién de los
sindromes coronarios fue: 85% infarto del miocardio con elevacion del segmento ST, 18% infarto del
miocardio sin elevacion del segmento ST y 2% angina Inestable. En todos los pacientes se administro
clopidogrel con dosis de carga (300mg) y 300 mg de aspirina. Las complicaciones postinfarto se
presentaron en un 52% de los pacientes, siendo las mas frecuentes choque cardiogénico, angina
postinfarto, reinfarto y bloqueo AV completo. La distribucion genotipica del polimorfismo T744C del
receptor plaquetario P2Y12 fue: homocigotos para el alelo C (CC) n=44 (73.3%), heterocigotos (CT)
n=14 (23.3%) y homocigotos para el alelo T (TT) n=2 (3.4%). La frecuencia alélica fue de 85% para el
alelo C. La distribucion genotipica del polimorfismo P450 CYP3A5 fue: homocigotos para el alelo *1
(*1/*1) n=6 (10%), heterocigotos (*1/*3) n=30 (50%) y homocigotos para el alelo *3 (*3/*3) n=15 (40%).
La frecuencia alélica fue de 35% para el *1 y 65% para el alelo *3. La inhibicién plaquetaria
determinada por agregometria fue de 33.7% en el grupo de pacientes que no presento resultados

adversos vs. 30.6% en el grupo de pacientes con eventos adversos.

CONCLUSIONES:

1) Por primera vez demostramos una alta frecuencia del alelo *3 del polimorfismo *1/*3 CYP3A
localizado en el citocromo P50 en los pacientes Mexicanos con diagndstico de infarto agudo del
miocardio con elevacion y sin elevacion del segmento ST sometidos a intervenciéon coronaria
percutanea en los cuales se les administré dosis de carga de 300mg, lo cual explicaria
probablemente la bajo porcentaje de inhibicién de la agregacion plaquetaria por el farmaco obtenida

en estos pacientes.

2) Debido a lo anterior el alelo *3 del polimorfismo *1/*3 CYP3A, podria ser considerado como un

marcador genético para resistencia al clopidogrel en nuestra poblacion.

3) El porcentaje promedio de inhibicién de la agregacién plaquetaria con ADP obtenida en pacientes
con SICA sometidos a ICP que reciben dosis de carga de 300 mg de clopidogrel es del 30%, la cual

es muy inferior a la referida en las guias de tratamiento.



PRIMERA PARTE

ANTECEDENTES CIENTIFICOS

1.- Sindromes coronarios agudos y respuesta al clopidogrel

1.1 Algunos aspectos relacionados con los sindromes isquémicos coronarios

Los sindromes isquémicos coronarios agudos (SICA) son un término que identifica a un
amplio espectro de sintomas clinicos secundarios a isquemia aguda por
aterotrombosis, estos incluyen la Angina Inestable (Al), Infarto Agudo del Miocardio sin
elevacion del ST (IAMSEST) vy el Infarto Agudo del miocardio con elevacion del ST
(IAMCEST). '

En el Registro Nacional de Sindromes Isquémicos Coronarios Agudos (RENASICA), en
su primera etapa se incluyeron mas de 4,253 pacientes, el 65.2% corresponden a SICA
sin elevacion del segmento ST.2 En la segunda etapa del estudio RENASICA de un
total de 8098 pacientes, 3,543 tuvieron angina inestable o infarto del miocardio sin
elevacion del ST que correspondié al 43.7%>. En el Registro Nacional de Sindrome
Coronario Agudos (RENASCA) llevado a cabo en el Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), se incluyeron 2389 pacientes, de los cuales se diagnostico IAMCEST en
un 69.1%. En este sentido, los sindromes isquémicos coronarios agudos representan
un serio problema de salud publica y son responsables de un gran numero de

hospitalizaciones anuales en México.*

La cardiopatia isquémica en su amplio espectro y la aterosclerosis son entidades
patolégicas en las el proceso inflamatorio crénico, en conjunto con la respuesta

plaquetaria y trombdtica juegan un papel relevante.



1.2 Activaciéon adhesidn y agregacion plaquetaria

Las plaquetas desempefan un papel clave en las complicaciones aterotrombadticas que
se producen en los pacientes con un SICA; asi como en los pacientes manejados con

intervencionismo coronario percutaneo. >°

En este sentido cuando existe dafo a la intima de un vaso sanguineo, como sucede
posterior a la ruptura de una placa de ateroma, el colageno subendotelial y el factor de
von willebrand (FvW) son expuestos a la sangre circulante. La adhesion plaquetaria a
la superficie endotelial lesionada es mediada por la fijacion de dicho FYW a su receptor
de la membrana plaquetaria (Gplb), asi mismo las plaquetas se anclan también a la
pared del vaso dafiado mediante la fijacion a los receptores de colageno subendotelial.
Otros estimulantes plaquetarios de la sangre, como trombina y adrenalina se fijan a sus
receptores respectivos. En respuesta a estos diferentes estimulos las plaquetas
adheridas se activan, conduciendo a la produccién de tromboxano A2 (TXAz) a partir
del acido araquidonico (reaccion catalizada en las plaquetas por las enzimas
cicloxigenasa 1 (COX-1) y tromboxano sintetasa) y de adenosina difosfato (ADP),
dichos mediadores se liberan y se fijan a sus receptores plaquetarios respectivos

amplificando asi el proceso de activacion (Figura 1).
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Figura 1. El proceso de adhesion se inicia cuando la lesidbn de la intima expone sustancias
subendoteliales trombogénicas (colageno), las plaquetas reconocen el lugar de la lesién y se adhieren
mediada fundamentalmente por el factor de Von Willebrand. El receptor del FVW de la superficie
plaquetaria se localiza en la glucoproteina (Gp) Ib de la membrana que forma parte del complejo Gp
Ib/IX-V de la membrana plaquetaria. La adhesion es facilitada por la fijacion directa al colageno
subendotelial por medio de receptores de colagenoespecificos de la membrana plaquetaria entre ellos la
integrina alfa 2 beta 1 también conocida como Gp Ya/lla y el miembro de la supe familia de las
inmunoglobulinas Gp VI Posteriormente hay una generacion de sefiales intracelulares por parte de Gp Ib
y Gp VI que conduce a la activacion de las plaquetas. La activacion plaquetaria se lleva a cabo mediante
el efecto de diversos agonistas que se fijan a sus receptores de membrana respectivos y dan lugar a la
transmision de sefiales intracelulares activadoras de plaquetas .entre estos estan: mediadores
humorales plasmaticos: adrenalina, epinefrina, trombina, ADP, serotonina, colageno y Factor de VonW,
fuerzas de cizallamiento activan las plaquetas. Estas sufren una reaccion de liberacion ,durante la cual
secretan componentes prealmacenados en sus granulos citoplasmaticos:1.-ADP trifosfato de adenosina
y serotonina de los granulos densos 2.-proteinas adhesivas solubles (fibrinégeno, FvW, tombospondina,
fibronectina),factores de crecimiento derivado de las plaquetas ,factor de crecimiento transformante alfa y
factor de crecimiento transformante beta ,y procogulantes (factor 4 plaquetario,factor V)de los granulos
alfa .las plaquetas activadas sintetizan de novo Tromboxano A2.
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La agregacion plaquetaria es mediada a través de la fijacion del fibrinbgeno a los
receptores de las plaquetas como son las glicoproteinas llb/llla de las plaquetas

activadas formando puentes entre ellas. "® (Figura 2).

Plaquetas en descanso, adheridas, activadas y
B agregadas

Figura 2. . Secuencia de la activacion plaquetaria pasando de un estado de reposo, adhesién, activacion
y agregacion. La agregacion plaquetaria es la interaccidon plaqueta-plaqueta, proceso en el cual se
reclutan nuevas plaquetas y esto da lugar a la formacién de un trombo plaquetario oclusivo este es
anclado y estabilizado por la red de fibrina gracias a la cascada de la coagulacion es el fibrinbgeno
(menor) FVW (mayor) son los ligandos en la agregacion.

1.3 Antiagregantes plaquetarios

Las tienopiridinas son una clase de antiagregantes plaquetarios, que inhibe
selectivamente el subtipo P,Y 12 de los receptores del ADP, los cuales constituyen en la
actualidad la piedra angular para el tratamiento, en pacientes con SICA, asi como los
intervenidos con una ICP.""'2 En la actualidad el clopidogrel es la tienopiridina de
primera elecciéon a dosis carga de 300 a 600 mg y de mantenimiento de 75 mg al dia. El
clopidogrel es un profarmaco, que debe de sufrir una trasformacion hepatica para
convertirse en un metabolito activo, que se une de manera irreversible al receptor
plaquetario P,Y2. Aproximadamente un 85% del clopidogrel absorbido en el torrente

circulatorio a partir del intestino es hidrolizado por estereasas e inactivado, mientras el
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15% restante, se metaboliza a nivel hepatico por un doble proceso de oxidacion en el
que intervienen varias isoformas del citocromo p 450, para convertirse finalmente en un

metabolito activo.'>"

El estudio CAPRIE (Clopidogrel versus Aspirin in Patients at Risk of Ischaemic Events)
comparé el uso del clopidogrel frente a la aspirina en pacientes con riesgo de eventos
aterotromboéticos 'y demostré una reduccidn del riesgo relativo de eventos
cardiovasculares, infarto agudo de miocardio (IAM), ictus isquémico o muerte
vasculardel 8.7% (p=0.043)." El estudio CURE (Clopidogrel in Unstable Angina to
Prevent Recurrent Events) demostré que la terapia antiagregante doble (aspirina mas
clopidogrel) en pacientes con sindromes isquémicos coronarios agudos (SICA) reduce
los eventos coronarios adversos hasta en un 20% cuando se comparaba con la
monoterapia con aspirina.’® En el subestudio PCI-CURE y el estudio CREDO
(Clopidogrel for the Reduction of Events During Observation) se evalu6é el uso de
clopidogrel en pacientes con stent coronario, ambos demostraron una reduccion
significativa del riesgo relativo de eventos cardiovasculares.'”"® El estudio CLARITY-
TIMI-28 (Clopidogrel as Adjunctive Reperfusion Therapy) demostré una reduccion del
riesgo relativo de muerte, IAM recurrente e isquemia recurrente del 20% al asociar
clopidogrel en el tratamiento de pacientes con IAMCEST manejados mediante

fibrindlisis."®

El estudio COMMIT/CCS2 (Clopidogrel and Metoprolol in Myocardial Infarction
Trial/Second Chinese Cardiac Study) obtuvo resultados similares incluyendo pacientes

con mayor edad. %
1.4 Variabilidad en larespuesta a la terapia antiplaquetaria

De acuerdo a diferentesestudios clinicos se ha encontrado una variabilidad en la
respuesta al uso de las tienopiridinas. El estudio (CLEAR PLATELETS STUDY) que
incluyd pacientes sometidos a un procedimiento intervencionista y que fueron

manejados con eptifibatide, aspirina y una dosis carga de clopidogrel de 600 mg,
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comparados con pacientes que recibieron 300 mg de carga de clopidogrel antes de la
ICP, los resultados en este ultimo grupo fue una mayor frecuencia de agregabilidad
plaquetaria y elevacion de marcadores de mionecrosis e inflamacién.?" Cuisset y cols,
analizarona 106 pacientes con SICA sin elevacion del ST tratados con ICP, la
respuesta a una dosis de carga de 600 mg de clopidogrel, respecto al riesgo de
sangrado y agregabilidad plaquetaria. La frecuencia de complicaciones por sangrado
fue baja y ninguno de los pacientes fue clasificado como no respondedor. ?* Gulberl y
cols, evaluaron 120 pacientes, de los cuales 20 casos presentaron trombosis del stent y
100 pacientes sin trombosis, ambos grupos recibieron 75 mg de clopidogrel, al analizar
la reactividad plaquetaria por el método ensayo de fosforilacién de la fosfoproteina
estimulada por vasodilatador, se encontrdé una mayor reactividad plaquetaria
postratamieto y el bloqueo del receptor P,Y 4, fue incompleta en el grupo de pacientes

con trombosis del stent. 2

La resistencia al clopidogrel, su identificacion, prevalencia y la individualizacién en la
posologia se han convertido en la actualidad en un tema de interés. El término de
resistencia al clopidogrel, se ha utilizado para describir la ocurrencia de eventos

cardiovasculares a pesar del uso regular a las dosis recomendadas. 24

De acuerdo a lo anterior, los resultados del estudio ISAR-CHOICE (Intracoronary
stenting and antitrombotic Regimen: choose between 3 High oral doses for immediate
clopidogrel effect), el cual se incluyé 60 pacientes con enfermedad arterial coronaria
demostrada por cateterismo, para determinar las concentraciones del metabolito activo

(tiol) del clopidogrel y el inactivo (carboxi), con dosis de carga de 300, 600 y 900 mg.

De acuerdo a esto, se midio la agregacién plaquetaria y se encontré diferencias en la
respuesta con la dosis de carga de 300 mg y 600 mg, en cuanto a los niveles séricos
del metabolito tiol del clopidogrel y la supresién inducida por ADP, encontrando niveles
mas elevados en el grupo de pacientes que recibieron 600 mg; sin embargo, no se
encontré un incremento en los niveles plasmaticos del metabolito activo ni supresion
del ADP en el grupo de 900 mg.?’
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En el estudio ARMYDA-2, (Antiplatelet therapy for Reduction of Myocardial Damage
during Angioplasty) se utilizé también una dosis carga de 600 mg de clopidogrel 4-8
horas antes del procedimiento, comparado con 300 mg, los hallazgos fueron una
reduccion significativa en el primer grupo de infarto del miocardio periprocedimiento en

pacientes sometidos a intervencionismo coronario percutaneo.?®

El estudio ALBION,(Assessment of the Best Loading Dose of Clopidogrel to Blunt
Platelet Activation, Inflammation and Ongoing Necrosis) fue disefiado para determinar
la eficacia de tres dosis diferentes de carga de clopidogrel (300, 600, 900 mg) en
pacientes con SICA sin elevacion del ST, sometidos a una ICP con stent. Los
resultados demuestran que la dosis de carga de 900 mg fue superior a la de 600 mg,
lograndose efectos mas rapidos y altos para la inhibicion de agregacion plaquetaria, lo
que sugiere una relacién dosis efecto. ? En este mismo contexto, Bonello y cols,
observaron que dosis de carga adicionales de 600 mg de clopidogrel (hasta un maximo
de 2,400 mg) administradas en pacientes con pobre respuesta, redujo la frecuencia de
eventos adversos incluida la trombosis del stent en comparacion con pacientes tratados

convencionalmente, sin que con esto incremente el riesgo de sangrado.*

La resistencia al clopidogrel ha sido definida como una situacion en la que existe un
bloqueo incompleto del receptor de membrana de plaquetas P,Y,, y se han descrito

diferentes hipétesis para explicarlo (Figura 3).3"3?
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Figura 3. Representacion esquematica del metabolismo del clopidogrel.

Receptores purinérgicos y mecanismo de accion del clopidogrel. El clopidogrel es un profarmaco que se
hidroliza en aproximadamente un 85% por esterasas de la sangre, para dar lugar a metabolitos inactivos,
mientras que tan solo un 15% se metaboliza por el sistema del citocromo P450 (CYP) en el hi- gado y da
lugar a un metabolito activo. Dicho metabolito activo inhibe de manera irreversible el receptor P2Y12 del
adenosindifosfato (ADP). El receptor P2X1, que utiliza adenosintrifosfato (ATP) como agonista, interviene
en el cambio de la forma plaquetaria a través del flujo de entrada de calcio extracelular y facilita la
amplificacion de las respuestas plaquetarias que se producen a través de otros agonistas. La activacion
del receptor P2Y1 causa una modificacion en la forma de las plaquetas e inicia una fase débil y
transitoria de agregacién plaquetaria. La unidon del ADP al receptor P2Y1 acoplado a Gq activa la
fosfolipasa C (PLC), que genera diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3) a partir de fosfatidilinositol
bifosfato (PIP2). El diacilglicerol activa la proteincinasa C (PKC) y da lugar a una fosforilacién de la
cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK-P) y el IP3 induce una movilizacién del calcio intracelular. El
receptor P2Y1 se acopla a otra proteina G, la G12, que activa la proteina «Ro» y da lugar al cambio de
forma de la plaqueta. La unién de ADP al receptor P2Y12 acoplado a Gi libera las subuni- dades ai y By
de la proteina Gi y da lugar a la estabilizacion de la agregacién plaquetaria. La subunidad ai inhibe la
adenililciclasa (AC) y, por lo tanto, reduce las concentraciones de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc),
lo cual reduce la fosforilacion de la fosfoproteina estimulada por vasodilatador (VASP-P) a través de la
accion del AMPc. El estado de la VASP-P modula la activacion del receptor de glucoproteina (GP)
lIb/llla. La subunidad By activa la fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K), lo que da lugar a la activacion del
receptor de GPIIb/llla a través de la activacion de una serina-treonina proteincinasa B (PKB/Akt) y de las
proteinas de unién de GTP Rapib. La prostaglandina E1 (PGE1) activa la AC, que aumenta las
concentraciones de AMPc y el estado de la VASP-P. Las flechas continuas indican activacion; las flechas
punteadas indican inhibicion.
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1.5 Mecanismos de resistencia

Se han propuesto diversos mecanismos para explicar el no alcanzar el efecto
farmacoldégico inhibitorio deseado del clopidogrel en algunos pacientes, aun recibiendo

la dosis establecida como “terapéutica”*>* (tabla 1).

Entre los mas importantes considerados en la actualidad son:

1.- Dosis inadecuada, principalmente en pacientes con un indice de masa corporal alto
o bien con comorbilidades tales como resistencia a la insulina.

2.- Interacciones con otros farmacos, en las que destacan las estatinas lipofilicas

(simvastatina, atorvastatina, lovastatina) que disminuyen el efecto del clopidogrel.>®

Tabla 1. Factores descritos asociados a la resistencia a clopidogrel. *

» Fallo en la prescripcion » Diferencias » Polimorfismo receptor

* Mal cumplimiento al interindividuales en el P2Y12 (aplotipo H2)
tratamieto receptor del ADP (P2Y12) [+ Polimorfismo del

 Dosis inadecuada * Aumento del ADP citocromo P-450.

» Mal absorcion « Existencia de rutas

* Aumento en el alternativas de activaciéon
Metabolismo plaquetaria.

* Interaciones con otros
farmacos

» Reactividad plaquetaria
alta

» Situaciones proagregantes

* Incremento del indice de
masa corporal

* Aumento del recambio
plaquetario

Las estatinas lipofilicas (simvastatina, atorvastatina, lovastatina) podrian disminuir el
efecto del clopidogrel (estudio CREDO).*
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Sin embargo otros estudios, como el estudio: Plavix for reduction of new Thrombotic
occureances (PRONTO), reporté que las estatinas no interfieren en la inhibicién

plaquetaria por clopidogrel, al utilizar 600 mg de dosis de carga.*®>’

Las estatinas lipofilicas deben ser metabolizadas en el higado. En este sentido la
lovastatina y la simvastatina tienen afinidad moderada, mientras que la atorvastastina
tiene baja afinidad por CYP3A4. Por otra parte, la fluvastatina y la rosuvastatina son
sustratos de CYP2C9. La atorvastatina disponible en la actualidad es un sustrato débil
de CYP3A4. Las interacciones entre atorvastatina y clopidogrel se observaron por
primera vez con microsomas de CYP3A4 y CYP3A5 producidos por ingenieria
genética. En estos estudios se observo que la atorvastatina inhibe el metabolismo de
clopidogrel dependiente de CYP3A4. En un trabajo posterior se demostro la
importancia clinica de esta interaccion, de tal manera que la atorvastatina en dosis de
40 mg se asocid con una reduccion del efecto antiplaquetario de clopidogrel que
persistio 6 a 8 dias posterior a la colocacion del stent. En cambio la pravastatina, una
estatina que no se metaboliza por via de la CYP3A4, no influye en la magnitud de la
inhibicion plaquetaria inducida por clopidogrel en pacientes sometidos en forma exitosa
alCp. 3%

2.- POLIMORFISMOS
2.1 . Polimorfismo en el receptor P2Y12

Una de las moléculas mas importantes en la agregacion plaquetaria es el fosfato de
adenosina, el cual incrementa la agregacién de las plaquetas y es liberado del interior
de las plaquetas activadas. Existen tres receptores para ADP conocidos sobre las
plaquetas el P2X; (receptor indicado por la activacion de los canales de calcio), y los
receptores P2Y1 y P2Y12 (receptores acoplados a la proteina G)38. El receptor de ADP
P2Y12 ha sido clonado recientemente, el cual es el blanco terapéutico de la droga
antiplaquetaria clopidogrel.®® La estimulacién de este receptor facilita la unién del
fibrindgeno a la glicoproteina llb-llla, permitiendo la agregacion plaquetaria primaria en

forma reversible y finalmente la agregacion secundaria en forma irreversible*.
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Se han descrito diversos mecanismos para explicar la amplia variabilidad de respuesta
al clopidogrel incluyendo los polimorfismos en los genes de los receptores plaquetarios.
Recientemente el polimorfismo P1Y12 se ha asociado a diferentes grados de
agregabilidad plaquetaria, y se ha sugerido como parte importante de la modulacion de
la respuesta del clopidogrel.*’ El mecanismo funcional de la participaciéon del
polimorfismo en el gen del P2Y12 en la modulacion de la respuesta a drogas
antiplaquetarias ha sido evaluado en estudios previos los cuales incluyeron un tamafio
de muestra pequefio, y no demostraron una relacion entre el polimorfismo en el gen
P2Y12 y la respuesta plaquetaria al clopidogrel definida por la agregacion plaquetaria
inducida por ADP.4?%4

2.2. Polimorfismo del citocromo P-450

El polimorfismo del citocromo P-450 (CYP3A), tiene dos isoenzimas, el CYP3A4 que
es el que predomina y, el CYP3AS5 que es el que se expresa polimoérficamente y que
puede contribuir hasta el 50% de la actividad hepatica. El CYP3A se encuentra en un
tercio de personas de raza blanca y en la mitad de personas de raza negra. El
polimorfismo genético del CYP3A5 distingue a los individuos en respondedores y no
respondedores. Los individuos con el genotipo no respondedor de CYP3A5 son
vulnerables a interacciones farmacoldgicas entre el clopidogrel e inhibidores del CYP3A

como son midazolam, triazolam, nifedipina, tacrolimus y estatinas. *°°°

La rifampicina podria aumentar el efecto del clopidogrel.®® Lo anterior explica porque el
clopidogrel para ser activo debe metabolizarse previamente por el citocromo P-450
(CYP3A), por lo que sustancias que actuen sobre el CYP3A podran afectar a la accién
del clopidogrel (habra sustancias que compitan con el clopidogrel para ser
metabolizados por el CYP3A. como es el caso de las estatinas; sustancias que
induciran el CYP3A: rifampicina, y por tanto aumenten la formacion de los metabolitos
activos del clopidogrel; y sustancias que inhiban el CYP3A: antifungicos azdlicos, y por

tanto disminuyan la formacion de los metabolitos activos del clopidogrel).®’
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En la actualidad a diversos grupos cientificos, les ha inquietado entender la eficacia del
clopidogrel en presencia de los diferentes polimorfismos del citocromo P-450. Un grupo
coreano, dirigido por Jung- Won Suh,*® estudiaron la eficacia del clopidogrel frente a la
isoenzima CYP3A, en gente con dos diferentes genotipos CYP3A5. En la primera fase
del estudio, incluyeron a voluntarios con expresion del genotipo CYP3AS5 y otro grupo
carente de expresién de genotipo, encontrando como resultado, la disminuciéon hasta

un 25% de la actividad del clopidogrel en el grupo que no expreso el genotipo.

En una segunda fase, se observé la presentacion de eventos aterotrombdéticos (infarto,
muerte, y EVC isquémico) durante un seguimiento a 6 meses; 348 pacientes que
fueron sometidos a angioplastia coronaria percutanea mas colocacion de stent y terapia
antiplaquetaria con clopidogrel; se encontr6 que los eventos ocurrieron mas

frecuentemente en los pacientes que no expresaron el genotipo CYP3AS5. %9

Otro grupo estadounidense, dirigido por LAU y colegas, mostro en 44 pacientes
sometidos a intervencionismo coronario percutaneo con implante de stent, en
tratamiento concomitante con atorvastatina, un sustrato CYP3A, que fue asociado con

reduccion de la actividad plaquetaria del clopidogrel.®®

En este mismo sentido, Neubauer y colaboradores, observaron en 47 pacientes
sometidos a ICP electiva y pretratamiento con atorvastatina o simvastatina, la

reduccion de los efectos del clopidogrel durante su seguimiento.®’

Muchos grupos de investigacion alrededor del mundo se han preocupado, en
demostrar el polimorfismo de CYP3A5 y CYP3A4, con respecto a diferentes grupos
étnicos. Lee SJ et all, documenta que cuatro nuevos polimorfismos de CYP3A5 (R28C,
L82R, A337TyF446S). CYP3A5R28C expresado en las poblaciones africanas
(frecuencia alélicadel 4%). CYP3AS5A337T expresado en los asiadticos (2% de
frecuencia alélica), CYP3A5L82R (en el grupo racialno identificados) y CYP3A5F446S
(identificado en la raza blanca, con una frecuencia alélica del 2%). Los cuales la

diversidad de polimorfismos de citocromo, en los distintos grupos étnicos, pudieran ser
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los responsables de la variabilidad en la respuesta al tratamiento antiplaquetario, en
pacientes con sindrome coronario agudo, sometidos a intervencionismo coronario

percutaneo.®?

En base a lo anterior, se plantea, este estudio, en busca de la distribuciéon genotipica y
frecuencia alélica de los genotipos P2Y12, CYP3A4 y CYP3A en nuestra poblacién, ya
que no existe en la literatura informacién contundente, por tal motivo se plantea el

siguiente disefo de estudio.

Evaluacion de resistencia al clopidogrel.

(Medicion de la agregacion plaquetaria inducida por agonistas plaquetarios)

Existen diferentes pruebas que pueden medir la agregacion plaquetaria mediante
transmision Optica a través de un agregdmetro Optico, en este caso se requiere de una
muestra de plasma rica en plaquetas, expuesta a los agonistas plaquetarios como el
acido araquidonico, colageno, adrenalina, ADP y proteina activadora del receptor de
trombina*®. Otra manera de medir la agregacion plaquetaria es mediante impedancia
eléctrica con el agregbmetro en sangre completa; la muestra que se requiere, es
sangre completa con citrato, al igual que en la anterior, se requiere de agonistas
plaquetarios para medir la resistencia. Tomando en consideracion el tiempo de cierre o
“tiempo de sangrado in vitro” (tiempo requerido para ocluir la apertura central de una
membrana bioldgicamente activa situada en el extremo de un tubo capilar artificial) se
disefio el Platelet Function Analizer (PFA)-100 o agregémetro semiautomatico, ®la
muestra que se requiere es sangre completa con citrato, los agonistas empleados son
colageno mas adrenalina o colageno mas ADP, sélo sirve para medir la resistencia a la
aspirina. Tiene la ventaja de que es un método simple, rapido y semiautomatico; pero
tiene el inconveniente de que se correlaciona regular con el gold standard (k=0.1, 95%
IC 0.04-0.25). ® Por ultimo, basandose en el tiempo que tarda una muestra de sangre
en aglutinar con fibrinégeno surgié el Ultegra Rapid Platelet Assay (RPFA) o

agregdmetro semiautomatico rapido, la muestra que se requiere es sangre completa
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con citrato, los agonistas empleados son acido araquiddnico y propyl gallate, sirve para

medir la resistencia a cualquier antiagregante.

/\
OBTENCIONDEADN OBTENCION DEPLASMA

CITRATADO
i AGREGOMETRIA CON
GENOTIPIFIGAGION ADP Y TROMBINA

PCA-RFLP

SEGUNDA PARTE
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JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las condiciones mas importantes que predisponen a un sindrome coronario
agudo es el incremento de la actividad plaquetaria, que favorece la formacion de
trombos. La inhibicion del receptor P2Y12 plaquetario con el empleo de clopidogrel ha
supuesto un avance importante en el tratamiento de la enfermedad aterotrombdtica, en
especial en los casos de SICA tratados con ICP. A pesar del claro beneficio clinico
asociado al clopidogrel en estos pacientes, experiencias clinicas han identificado
algunas limitaciones, la mas relevante es un amplio perfil de respuesta inhibitoria
plaquetaria. Se han involucrado factores genéticos, celulares y clinicos en la
variabilidad de respuesta al clopidogrel, que se ha demostrado y que se asocia a una
evolucion clinica adversa. De esta manera, esta claramente justificada la busqueda de
nuevas estrategias para optimizar la inhibicion plaquetaria. El desarrollo de nuevos
bloqueadores de los receptores P2Y12 con perfiles farmacocinéticos vy
farmacodinamicos mas favorables constituye un nuevo e importante paso en este
campo. La evaluacion de los ensayos a gran escala recientemente presentados y los
resultados que aportaran las investigaciones clinicas en curso proporcionaran los
fundamentos futuros para el uso de pautas de tratamiento antiagregante plaquetario

individualizadas y mas especificas.

Dada la controversia entre estudios realizados en diferentes poblaciones que identifican
la asociacion de la resistencia al clopidogrel y los eventos cardiovasculares y las
implicaciones pronosticas de la variabilidad de los efectos inducidos por el clopidogrel
han llevado inevitablemente a la cuestion de como abordar y superar este fendmeno de
resistencia. Tras asegurar a que el paciente cumpla con el tratamiento antiagregante
plaquetario y descartar posibles interacciones farmacolégicas en el paciente
polimedicado se proponen posibles estrategias de las cuales se pudieran estudiar en
una poblacién mexicana y asi prevenir eventos fatales isquémicos en este grupo de
pacientes y poder individualizar el tratamiento.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es identificar la posible asociacién de los
polimorfismos P-450 (CYP3A4 Y CYP3A5) y el P2Y12 (T744C) con la resistencia al
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clopipdogrel y establecer su posible asociacion con el desarrollo de eventos vasculares

en pacientes con SICA sometidos a ICP.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION
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1.- ¢ Cual es la frecuencia genotipica de los polimorfismos P-450 (CYP3A4 Y CYP3A5)
y el P2Y12 (T744C) asociados con la respuesta a clopidogrel en pacientes con
IAMSEST e IAM CEST sometidos a una ICP?

HIPOTESIS

1.- Los polimorfismos P-450 (CYP3A5) y el P2Y12 (T744C) se asocian a un incremento

en la expresion fenotipica en pacientes con IAMSEST e IAMCEST sometidos a ICP.

OBJETIVOS

1.- Determinar la frecuencia genotipica de los polimorfismos P-450 (CYP3A4 Y
CYP3AS5) y el P2Y12 (T744C) y su correlacion fenotipica asociada a la respuesta al
clopidogrel en pacientes con IAMSEST e IAMCEST sometidos a una ICP.

METODOS

El estudio se realizar6 en el Hospital de Cardiologia CMN IMSS siglo XXI, el analisis de
los productos derivados de sangre se realizé en el Laboratorio Central de Analisis
Clinicos y en la Unidad de Aterosclerosis y Trombosis del Hospital General Regional

No. 1 Carlos MacGregor Sanchez Navarro del IMSS (Figura 4).

Se obtuvieron los registros hospitalarios (hemodinamica y UCIC), de todos los
pacientes que tuvieron el diagndstico de Cardiopatia Isquémica con Sindrome
Isquémico Coronario Agudo con y sin elevacion del segmento ST (demostrada por
cuadro clinico, electrocardiograma y marcadores bioquimicos) y que fueron sometidos
a una Intervencion Coronaria Percutanea, que hayan recibido tratamiento con 300mg
de clopidogrel en las 48 horas previas. Estos pacientes fueron incluidos, y previa
explicacion del protocolo y firma de hoja de consentimiento informado, se les realizaron

los procedimientos especificados mas adelante.
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Figura 4.Diagrama de flujo para realizar el procedimiento de genotipificacion
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e Prospectivo
e Comparativo

Tamafno de la Muestra

En nuestro pais no se ha determinado la distribucion genotipica y frecuencia alélica de
los polimorfismos P-450 (CYP3A5) y el P2Y12 (T744C) en pacientes con SICA ni su
posible asociacion con la inhibicion de la actividad terapéutica del clopidogrel en
pacientes que son sometidos a Intervencionismo Coronario Percutaneo (ICP), por lo
que en este primer estudio se planteo estudiar 60 casos consecutivos de este grupo de
pacientes (SICA+ICP) con dosis de carga de clopidogrel 300mg y los eventos adversos

en un periodo de 30 dias posteriores al intervencionismo coronario.

Variables de estudio:
Definicion de variables:

v" Polimorfismo P-450 (CYP3A5)
26



-Definicién _conceptual: variacion en la secuencia del DNA en el gen que codifica la

isoenzima CYP3AS5 del citocromo P-450 (CYP) que consiste en la expresion del alelo
que se expresa denominado (*1) y el alelo que no se expresa denominado (*3).

-Definicidon operacional: es la presencia de la variacion en la secuencia del DNA, en el

gen que codifica
-Tipo variable: Cualitativa:
-Escala de medicion: Nominal, dicotémica

-Unidades de Medicidn: si/no

v' Polimorfismo P2Y12 (T744C)

-Definicién conceptual: variacion en la secuencia del DNA en el gen que codifica para el

gen de P2Y12 que consiste en un cambio de una timina por una citocina en la posicién
744 de la cadena.

-Definicion operacional: es la presencia de la variacion en la secuencia del DNA, en el

gen que codifica
-Tipo variable: Cualitativa:
-Escala de medicion: Nominal, dicotdmica

-Unidades de Medicidén: si/no

v Infarto agudo del miocardio
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- Definicién Conceptual: Es la necrosis del miocardio secundaria a un riesgo sanguineo

insuficiente producido por una obstrucciéon de una arteria coronaria, frecuentemente por
ruptura de una placa de ateroma vulnerable

- Definicién Operacional: Se tomaran en cuenta todos los pacientes con:

a. -Dolor toracico mayor de 20 minutos acompafiando o no de disnea, diaforesis,
nauseas.

b.- Electrocardiograficamente: Ascenso del segmento ST en al menos dos derivaciones
contiguas de 0,1 mV enderivaciones del plano frontal y 0,2 mV en
derivacionesprecordiales V1-V3 y 0.1 mV en el resto de las derivaciones 0 nuevo
blogqueo de rama izquierda.

c.- Incremento de Biomarcadores positivos de necrosis miocardica (Creatinfosfoquinasa
fraccidon MB o troponina),con al menos un valor por encima del percentil 99 2 del limite
de referencia o por encima del limite de referencia.

-Tipo de variable: Cualitativa

-Escala de medicion: Presente o Ausente

-Unidades de medicion: si/no

v Mortalidad

- Definicién Conceptual: Numero total de muertes producidas por una enfermedad dada

en una poblacidon durante un espacio de tiempo dado.

- Definicién Operacional: muerte intra-hospitalaria y a los 30 dias del evento.

-Tipo de variable: Cualitativa
-Escala de medicion: cualitativa, nominal dicotémica
Categorias: presente o ausente

v Reinfarto

- Definicion _Conceptual: Ausencia o disminucion del flujo sanguineo al miocardio

originado por laformacion de untrombo en una arteria coronaria.

- Definicion _Operacional: Presencia de sintomas de isquemia recurrente con

cambioselectrocardiograficos del segmento > 0.1 mV en 2 derivaciones relacionadas o
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la aparicion denuevas ondas “Q” acompafnadas de elevacion de creatinfosfoquinasa al
doble de la basal o masdel 50% del valor previo obtenido en la hospitalizacion. Se
evaluara durante la hospitalizacidn, alos 30 dias y a los 3 meses posterior al evento
coronario inicial.

-Tipo de variable: Cualitativa

-Escala de Medicion: nominal dicotdmica

-Categorias: presente o ausente

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusién:

e Cualquier sexo

e Mayores de 18 afos

e Diagnédstico de Sindrome Isquémico Coronario Agudo del tipo de angina
inestable o infarto del miocardio con y sin elevacion del segmento ST sometidos
a un intervencion coronaria percutanea (ICP)

e Que acepten participar en el estudio y firmen el consentimiento bajo informacion.

Criterios de exclusion

e Que durante la revision del angiograma no se encuentren lesiones coronarias

aterosclerosas.

Andlisis estadistico:
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Las caracteristicas basales se analizaron con medidas de tendencia central vy
dispersiéon para las variables cuantitativas; para las variables cualitativas en numero

absoluto y proporcion.

La distribucién de los datos cuantitativos continuos se verific6 con el método de los
momentos y se realizé6 comparacion de medias con prueba de t Student para grupos
independientes cuando los datos se distribuyan de manera semejante a lo normal, de lo
contrario se empleara prueba U de Mann-Whitney. El analisis de las variables
dicotdmicas mediante se realiz6 mediante prueba de chi cuadrada o la prueba exacta
de Fisher.

La correlacién entre las alteraciones fenotipicas y genotipicas se realiz6 mediante el
coeficiente de correlacion de Spearman. La significacion estadistica se acepté con
p<0.05.

Consideraciones éticas
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Se traté de un disefio observacional (no existe maniobra). Los procedimientos que se
hicieron son solamente una obtencién de sangre periférica mediante punciéon de una
vena antecubital superficial, y el riesgo del estudio se considera como minimo de

acuerdo a la ley general de salud.

Con relacién a los aspectos éticos, a todos los pacientes se les explicd en que consiste
el procedimiento y se le solicitd que firmen la hoja de consentimiento informado de
acuerdo a la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial, sobre los
Principios Eticos para la Investigaciéon Médica que involucra sujetos humanos,
adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki Finlandia 1964, modificada en
Tokio, Japén 1975.

TERCERA PARTE
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RESULTADOS

Es el estudio se incluyeron 60 pacientes con diagnéstico de Sindrome Isquémico
Coronario Agudo, de los cuales se documentd Infarto Agudo del Miocardio con
elevacion del segmento ST (IAMCEST) en un 51%, Infarto Agudo del Miocardio sin
elevacion del segmento ST (IAMSEST) en 12% y Angina Inestable de alto riesgo en
3%, a todos se les practicé una Intervencion Coronaria Percutanea (ICP). En 90% de
los pacientes el evento cardiovascular (SICA) fue agudo. La edad promedio de los
pacientes fue 63.7+11.8 anos de edad y el sexo predominante fue el masculino en un
76.6%.Los factores de riesgo modificables se identificaron en un alto porcentaje de la
siguiente manera: diabetes mellitus (45%), hipertension arterial sistémica (52%),
dislipidemia (47%) y tabaquismo (58%). En un 22% se document6 historia
cardiovascular previa (20% IAM y 10% angina inestable).En 30% de los pacientes se
registro antecedente heredofamiliar de enfermedad cardiovascular (Tabla 1). La
distribucion de los sindromes coronarios fue de la siguiente manera: 85% IAMCEST, en
18% IAMSEST y en 2% angina Inestable. A todos los pacientes se administrd

Clopidogrel dosis de carga (300mg) y 300mg de aspirina.
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Tabla 1. Basal de variables clinicas y demograficas de los pacientes con Sindrome

Isquémico Coronario agudo tratados con Intervencionismo Coronario Percutanea.

Variable Casos

(n=60)

Edad (afios, media DE %) 63.7+11.8*

Género (masculino %) 23.3
Tabaquismo (%) 58
Hipertension (%) 52
Diabetes Mellitus (%) 45
Dislipidemia (%) 47

Antecedente Familiar de EAC (%) 38

EAC= Enfermedad arterial coronaria, Datos expresados en *X+ DE=Media y Desviacion estandar
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Tabla 2. Caracteristicas de historia cardiovascular, presentacion del SICA vy
Medicamentos de los pacientes con Sindrome Isquémico Coronario agudo tratados
con Intervencionismo Coronario Percutanea.

Variable Casos
(n=60)

Historia Cardiovascular

Infarto previo (%) 20
Angina inestable (%) 16

Tipo de SICA
IAMCEST (%) 85
Anterior extenso (%) 40
Lateral (%) 30
Posteroinferior (%) 30
IAMSEST (%) 12

Angina inestable (%)

Medicamentos

Clopidogrel 300 mg (%) 100
Acido Acetil Salicilico 300 mg (%) 100
Estatinas (%) 100
IECAS (%) 90
Fibratos (%) 40
Beta Bloqueadores (%) 9
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La concentracion media de glucosa fue de 146.3+50.46 mg/dl, de Creatininfosfocinasa
(CK) 1416.8+975.3, de creatininfosfocinasa fraccion MB (CKMB) 136.3+141.9, de
Deshidrogenasa Lactica (DHL) 1182.0 £789.0, de troponina | 7.7+3.6, de mioglobina
335.9+317.0, plaquetas 210+194 y fibrindgeno 591.05+ 216.97. (Tabla 3)

Tabla 3. Basal de variables de laboratorio de los pacientes con Sindrome Coronario
agudo tratados con Intervencionismo Coronario Percutanea.

Pacientes n=60

Glucosa (mg/dL) 146.3+ 50.46
Creatinfosfoquinasa U/L 1416.8+£975.3
Creatinfosfoquinasa fraccion MB U/L  136.3 + 141.9
Desidrogenasa Lactica U/L 1182.9 + 789.0
Troponina | ng/dL 7.7+ 3.6
Mioglobina ng/mL 335.9+ 31.7
Plaquetas 2101194
Fibrinbgeno mg/dL 591.0+ 216.9
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La distribucion genotipica del polimorfismo T744C del receptor plaquetario P2Y12 fue:
homocigotos para el alelo C (CC) n=44 (73.35%), heterocigotos (CT) n=14 (23.3%) y
homocigotos para el alelo T (TT) n=2 (3.4%).La frecuencia alélica fue de 85% para el

alelo Cy 15% para el alelo T (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucién del genotipo T744C y frecuencia alélica del polimorfismo en el

gen del P2Y12 de los pacientes con SICA tratados con ICP.

Casos (n=60)

Distribucion Genotipica

CIC n (%) 44 (73.3)
CIT n (%) 14 (23.3)
TT n (%) 2 (3.4)

Frecuencia Alélica

C n (%) 102 (85.0)
TN (%) 18 (15.0)
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La distribucién genotipica del polimorfismo *1/*3 P450 CYP3AS fue: homocigotos para
el alelo *1 (*1/*1) n=6 (10%), heterocigotos (*1/*3) n=30 (50%) y homocigotos para el
alelo *3 (*3/*3) n=24 (40%). La frecuencia alélica fue de n=42 (35%) para el alelo *1 y

n=78 (75%) para el alelo *3. (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucién genotipica y frecuencia alélica del polimorfismo CYP3A5 *1/*3

en el gen del P450 en pacientes con SICA tratados con ICP.

Casos (n=60)

Distribucion Genotipica

1/ n (%) 6 (10)
113 n (%) 30 (50)
313 n (%) 24 (40)

Frecuencia Alélica

*1 n (%) 42 (35)
*3 n (%) 78 (65)
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Se realizd la prueba de agregometria plaquetaria sélo a 37 pacientes. La grafica 1
muestra la maxima agregacién plaquetaria obtenida con trombina obtenida en el grupo

de pacientes y en el grupo control.
Gréafica 1. Maxima agregacién plaquetaria inducida por trombina en controles y
donadores.

100 -

§ 40 -
g

Control Paclentas

La grafica representa la maxima agregacion plaquetaria obtenida con ADP en el grupo

de pacientes y controles registrada.
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Gréfica 2. Maxima agregacion plaguetaria inducida por ADP en controles y

donadores.
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La grafica muestra la agregaciéon obtenida con ADP en cada uno de los pacientes y

controles realizados.
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Gréfica 3. Agregacion plaquetaria dependiente de ADP controles y donadores.
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La grafica muestra la agregacién obtenida con trombina en cada uno de los pacientes

y controles realizados.
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Gréafica 4. Maxima agregacion plaquetaria inducida por trombina en controles y

donadores.
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Representacion grafica de la prueba de agregometria plaquetaria obtenido en los

pacientes 2 y 3, asi como el control (pool de donadores).
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Gréafica 5. Agregaciéon plaquetaria obtenida en los pacientes 2 y 3 y el control

mediante el uso de agente agregante ADP.
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Gréfica 6. Porcentaje de agregacion plaquetaria inducida mediante ADP en los

paciente con dosis de carga de 300 mg de clopidogrel sometidos a ICP
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Las complicaciones post-infarto se presentaron en un 52% de los pacientes, siendo las
mas frecuentes choque cardiogénico, angina post-infarto, reinfarto y bloqueo AV

completo (Grafica 7).

Grafica 7. Nomero de pacientes y causas mas frecuentes de Complicaciones
post-infarto presentadas
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DISCUSION

El clopidogrel es un farmaco ampliamente usado en el manejo de la enfermedad
arterial coronaria®. Se ha demostrado que el clopidogrel reduce la incidencia de la
trombosis del stent intracoronario®®’

del SICA®® |

, ademas de haber sido aprobado para el manejo

Diversos estudios han indicado una carencia del efecto inhibitorio de la actividad

plaquetaria por el clopidogrel (resistencia al clopidogrel) en algunos pacientes 2426:46.6%-

71

En el presente estudio evaluamos la accién de la inhibicion farmacoldgica plaquetaria
del clopidogrel en dosis de carga de 300 mg en pacientes con diagnostico de IAMCEST
que fueron sometidos a ICP. Por primera vez en México identificamos que la inhibicion
de la agregacion plaquetaria lograda por el clopidogrel administrada en dosis de carga
de 300mg obtenida en estos pacientes fue solo del 32.12%, siendo la menor de ellos
del 0% y una maxima inhibicién de 80%. Lo anterior difiere de manera importante a lo
indicado en la guias de tratamiento, en las cuales refiere una inhibicion maxima de la

agregacion plaquetaria.”

Cuando exploramos la posible asociacion entre el porcentaje de inhibicion de la
agregacion plaquetaria por el clopidogrel y el resultado de eventos adversos no
encontramos diferencia estadisticamente significativa. En ambos grupos la inhibicion de
la actividad plaquetaria (agregacion), estuvo disminuida comparada con la inhibicién
que se propone y que se obtiene con la dosis de carga del clopidogrel. (80%). La
inhibicion de la agregometria registrada fue de 33.7% en el grupo de pacientes que no
presento resultados adversos vs. 30.6%. el que presento. Lo anterior probablemente es
debido a que solo se practicod la prueba de agregometria en 37 pacientes de los 60
incluidos en el estudio. Sin embargo, debemos enfatizar que en ambos grupos el
porcentaje de inhibicién de la agregacion plaquetaria fue menor a la considerada como
optima obtenida dentro del periodo de 24 hrs. posterior a la dosis de carga del

medicamento.
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Es importante mencionar que los pacientes que presentaron como complicacion el

fenémeno de “no reflujo” el porcentaje de inhibicion fue del 0%.

En relacion al género, se observd que el sexo femenino es un factor protector para el
desarrollo de eventos cardiovasculares desarrollados posterior a la ICP. Se incluyeron
un total de 14 pacientes del género femenino, de las cuales solo un 36% presentaron
eventos cardiovasculares secundarios, mientras que en el género masculino las

complicaciones se registraron en un 56%.

Debido a los hallazgos anteriores. se han propuesto diversos mecanismos inhibitorios
hacia la actividad farmacoldgica del clopidogrel, como lo es la interaccion del farmaco
con el receptor del CYP3 €, 77% y con el polimorfismo T744C en el receptor plaquetario
para ADP P2Y12.767°

En nuestro conocimientos y acorde a la literatura médica mundial publicada, el
presente estudio representa la primera investigacion en poblacion Mexicana, para
identificar la frecuencia genotipica y frecuencia alélica, asi como una posible
correlacion entre la expresién genotipica de los polimorfismos *1/*3 en el gen del
CYP3AS y del polimorfismo T744C en el gen que codifica para el receptor de ADP
plaquetario en el gen del P2Y12 y la inhibicién de la actividad farmacolégica del
clopidogrel sobre la actividad plaquetaria (agregacion) en pacientes con IAMCEST
sometidos a ICP y dosis de carga de 300 mg de clopidogrel.

Se identificdé en este grupo de pacientes una frecuencia 85.0% para el alelo C y un
15.0% del alelo T del polimorfismo T744C del receptor plaquetario P2Y12. Lo anterior
difiere de lo encontrado en otras poblaciones como la encontrada en la poblacion Irani
en donde se reporto un 4% para el alelo T ®. Ademas, también difiere en forma mas
importante de los reportados por Angiolillo y cols,® los cuales encontraron en poblacién
francesa un porcentaje de 31% del alelo C en un grupo de pacientes tratados con dosis
de carga de clopidogrel de 300 mg vs. 38% del alelo C dosis de mantenimiento de 75

mg /dia respectivamente.
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Cuando se analizé la distribucion genotipica y la frecuencia alélica del polimorfismo
*1/*3 del CYP3A5 encontramos diferencias en relaciéon a la frecuencia en otras

poblaciones®8"82

En base a la literatura médica mundial publicada, este es el primer estudio que
identifica una alta frecuencia del alelo *3 en pacientes con SICA (IAM con y sin
elevacion del segmento ST), sometidos a intervencion coronaria percutanea y en los
cuales se administré clopidogrel en dosis de carga de 300 mg. Siendo dicha frecuencia
del alelo del *3 de un 65%. Lo anterior es relevante debido a que en condiciones
normales la actividad del clopidogrel no difiera substancialmente entre los individuos
debido a que la mayor parte de la actividad esta representada por el CYP3A4, sin
embargo en los pacientes con la presencia de multiples substratos o inhibidores como
lo son las estatinas, CYP3A4 es mas facilmente inhibido que CYP3AS5, por lo tanto
CYP3AS5 representa el principal contribuidor de la actividad total de CYP3A. En esta
condicion la actividad total del CYP3A podria diferir dependiendo del genotipo del
paciente CYP3A5°°,
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CONCLUSIONES:

1)

2)

Por primera vez identificamos en pacientes Mexicanos, una alta frecuencia del
alelo *3 del polimorfismo CYP3A*1/*3 en el gen del citocromo P450, el cual en
presencia de multiples substratos o inhibidores como las estatinas podria ser
responsable por el bajo porcentaje de inhibicidén del clopidogrel (dosis de carga
de 300mg) sobre la agregabilidad plaquetaria, administrado en pacientes con

diagnostico de SICA sometidos a ICP.

Los pacientes con diagnostico de IAMCEST sometidos a ICP y tratados con
dosis de carga de 300 mg con clopidogrel, obtienen una inhibicion de la
agregacion plaquetaria promedio del 30%, la cual es muy inferior a la

recomendado en las guias de tratamiento.

3) Aproximadamente el 50% de los pacientes que son sometidos a ICP presentan

4)

5)

complicaciones posterior a la intervencion coronaria.

El género femenino representa un factor protector para el desarrollo de

complicaciones post ICP.

La frecuencia de los polimorfismos investigados (*1/*3 y el T744C) en los genes
CYP3A5 y del P2Y12 respectivamente, difieren de los reportados en otras
poblaciones del mundo, lo que representaria una probable diferencia en la
interaccién en la inhibicion de la actividad del clopidogrel sobre la actividad

plaquetaria (agregacion).
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PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

1) Incrementar tamafo de muestra a 500 pacientes con diagndstico de IAMCEST

sometidos a ICP.

2) Identificar otros polimorfismos como el PIA1/A2, CYP3 y el CYP2C19
posiblemente asociados con la inhibicion de la actividad farmacoldgica del

clopidogrel.

3) Evaluar en esta misma cohorte de pacientes la evolucién de la agregacion

plaquetaria durante un periodo de 12 meses.
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ANEXO 1

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE CARDIOLOGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

El presente instrumento, tiene por objeto formalizar y hacer constar el CONSENTIMIENTO
INFORMADO, del paciente o representante legal para el protocolo de investigacion titulado

“DETERMINACION DE LA EXPRESION GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS P-450
(CYP3A5) Y EL P2Y12 (T744C) Y SU CORRELACION FENOTIPICA ASOCIADOS A LA
RESPUESTA AL CLOPIDOGREL EN PACIENTES CON INFARTO AGUDO DEL
MIOCARDIO CON Y SIN ELEVACION DEL ST SOMETIDOS A UNA INTERVENCION
CORONARIA PERCUTANEA. "

El suscrito:
(Paciente, o en caso familiar o representante legal) con numero de seguridad social (o
identificacion oficial)

Expreso mi libre voluntad para participar en el protocolo titulado * “DETERMINACION DE LA
EXPRESION GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS P-450 (CYP3A5) Y EL P2Y12
(T744C) Y SU CORRELACION FENOTIPICA ASOCIADOS A LA RESPUESTA AL
CLOPIDOGREL EN PACIENTES CON INFARTO AGUDO DEL MIOCARDIO CON Y SIN
ELEVACION DEL ST SOMETIDOS A UNA INTERVENCION CORONARIA PERCUTANEA. "

1. © para efecto de someterme ala realizaciéon de estudios que comprometen la obtencion
de muestras sanguineas y exploracion clinica.

2. El Dr. Marcos Jaciel Olalde Roman, Dr. JesuUs Salvador Valencia Sanchez, me han
proporcionado la informacion completa sobre el estudio y procedimientos a realizar.

3. El objetivo fundamental es tratar de mejorar mi salud fisica y mental, evitando al maximo
los posibles riesgos y complicaciones derivados de las intervenciones o procedimientos
realizados.

4. También se me ha expuesto de que no aceptar mi participacién, no afectara en ningun
rubro mi atencion dentro del sistema de salud al que pertenecemos.

5. Que se me ha permitido externar todas las dudas que tengo acerca del estudio. Por lo
que manifiesto estar totalmente satisfecho.

6. Ante la informacién proporcionada, expreso mi CONSENTIMIENTO LIBRE,
ESPONTANEO Y SIN PRESION alguna para que se realicen los procedimientos
requeridos.

México D.F. de del 20

Nombre y firma el paciente Dr. Marcos Jaciel Olalde Roman
Familiar o representante legal

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
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ANEXO 2

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

NOV DIC ENE FEB MAR ABRIL MAY JUN JUL AGOS SEP OCT
2010 2010 2011 2011 2011 2011 2011 2011 2011 2011 2011 2011

CORRECION DEL
PROTOCOLO
RECLUTAMIENTO
DE PACIENTES
ESTANDARIZACION
DE
PROCEDIMIENTOS
ANALISIS DE
DATOS
PRESENTACION
DE RESULTADOS Y
PUBLICACION

RECURSOS
EXPEDIENTE CLINICO INVESTIGADOR PRINCIPAL
ELECTROCARDIOGRAFO TUTORES

KIT DE DETERMINACION DE P2Y1, | CARDIOLOGOS CLINICOS
CITOCROMO P 450.
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS | HEMODINAMISTAS

MATERIAL BIBLIOGRAFICO PERSONAL DE LABORATORIO
MATERIAL DE OFICINA
COMPUTADORA E IMPRESORA
PAQUETE ESTADISTICO SPSS
ESTETOSCOPIO
BAUMANOMETRO

ANEXO 3




HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“DETERMINACION DE LA EXPRESION GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS P-450
(CYP3A5) Y EL P2Y12 (T744C) Y SU CORRELACION FENOTIPICA ASOCIADOS A LA
RESPUESTA AL CLOPIDOGREL EN PACIENTES CON INFARTO AGUDO DEL
MIOCARDIO CON Y SIN ELEVACION DEL ST SOMETIDOS A UNA INTERVENCION
CORONARIA PERCUTANEA. "

GRUPO:

IAM CEST( ) IAM SEST(
|. DATOS PERSONALES
NOMBRE:

) POLIMORFISMOS (

FOLIO:
FECHA:

) AGREGOMETRIA ( )

AFILIACION:

EDAD:
DIRECCION:

SEXO: (M) (F)

TEL:

Il. ANTECEDENTES
DM ( ) HAS( ) DLP ( ) TAB( )
HISTORIA DE CARDIOPATIA ISQUEMICA ()
TIPO:

EN CASO DE SER IAM:
LOCALIZACION:

TX TROMBOLITICO:
CRITERIOS REPERFUSION:
TX INTERVENCIONISTA:
HALLAGOZ: TCI:
MO: CD:
ANGIOPLASTIA:

VASO

TIPO DE

DA:
DP:

FEVI:

STENT

FECHA:

FECHA:

FARMACO:

DX:
D2VI:

CX:

TIMI TMP

RVM QUIRURGICA: PUENTES:

COMPLICACIONES:

ECOTT: ( )

SIGNOS VITALES: TA: FC:

ESTADO HEMODINAMICO:

TEMP:

SAT: PVC:

PARACLINICOS:

| 1 [2

| INGRESO | PICO MAXIMO |
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NA CK
K CKMB
GLU DHL
UREA AST
CRE TROP |
HB MYO
HTO
LEU COLESTEROL
PLQ TRIGLICERIDOS
DIMERO D HDL
FIBRINOGENO LDL
PCR VLDL
BNP
EKG HALLAGOZ:
e EVOLUCION: (Sl) (NO)
e REINFATO: (SI) (NO)
e ANGINA POSTINFARTO: (SI) (NO)
e FALLA VENTRICULAR: (SI) (NO)
o NUEVA REINTERVENCION:  (SI) (NO)
CATETERISMO: CIRUGIA:
e REESTENOSIS INTRASTENT (SI) (NO) RIS (%):
TROMBOSIS (SI) (NO)
e MUERTE (Sl) (NO)
COMENTARIOS:

ELABORO:
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ANEXO 4
PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

Se extraera de la vena antecubital 5 mL de sangre total (teniendo cuidado de que el
torniquete no sea aplicado con mucha tension), la cual se recolectara en un tubo
conteniendo acido etilendiamino-tetracético (EDTA), el cual se centrifugara a 2500 rpm
por 10 minutos. Posteriormente |la capa superior (plasma) se retirara cuidadosamente
tratando de no perturbar la siguiente capa en donde se encuentra localizado el
contenido de células mononucleares (buffy coat), éste se transferira con una pipeta de
plastico estéril a un tubo de plastico Eppendorf estéril de 1.5 mL libre de enzimas
(RNasas y DNasas). Finalmente el concentrado eritrocitario, el cual se encuentra en la
capa inferior se desechara en un contenedor destinado para material (residuos

peligrosos).

EXTRACCION DE ADN

Se utilizara el equipo comercialmente disponible de la marca Qiagen (QlAamp DNAMini
Kit) de acuerdo a las instrucciones establecidas por la compafiia. Una vez extraido el
ADN se procedera a su conservacion en un ultracongelador a -70°C, hasta que se vaya

a utilizar para la amplificacion de los segmentos correspondientes.

DETERMINACION DE PUREZA DE ADN

Se realizara la medida de la absorbancia a dos longitudes de onda: UV 260nm y 280
nm debido a que las bases puricas y pirimidicas absorben a 260 nm y los grupos
aromaticos en las proteinas a 280 nm. Haciendo el cociente entre la absorbancia a 260
nm y la absorbancia a 280 nm se obtendra un valor que refleja el estado de pureza del
ADN. Si este valor se encuentra entre 1.8-2.0, el ADN obtenido se encuentra libre de

contaminantes celulares. Valores por debajo de 1.8 indican contaminacién.
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GENOTIPIFICACION DEL POLIMORFISMO P-450 (CYP3A5)

Posterior a la extraccion del ADN, se llevara a cabo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el uso de tres diferentes oligonucledtidos: primer alelo especifico
1 (5-CTT TAA AGA GCT CTT TTG TCT CTC A-3'), primer alelo especifico 2 (5'-CTT
CTG GTG GGC GAC GAA GTG CTA TG-3'), y un primer complementario (5'-CCA
GCAAGC CAG ACT TTG AT-3)

Se usaran en un volumen final de 50ul: 2ng/ul de ADN, 0.8U de la enzima Tag DNA
polimerasa, una concentracion final de 1x de buffer, 1.0 mmol/L de MgCI?, 100 mol/L de
mezcla de alelos especificos de dNTP, 400 nmol/L de oligonucledtidos especificos.

La reaccion de PCR se llevara a cabo mediante las siguientes condiciones térmicas:
una desnaturalizacién inicial de 94°C por 5 minutos, posteriormente 35 ciclos de los
siguientes segmentos, desnaturalizacion a 94°C por 60 segundos, alineacién a 57°C
por 45 segundos, y extension a 72°C por 60 segundos seguidos por una extension final

a 72°C por 15 minutos.

DETERMINACION DE LOS FRAGMENTOS POLIMORFICOS DE P-450 (CYP3A5)

Posterior a la amplificacion de la secuencia correspondiente en el cual se encuentra el
fragmento con la variante genética, el producto de 200pb se sometioé a la acciéon de la
enzima de restriccion Dde I. Los genotipos polimérficos seran identificados mediante
electroforesis de los productos de la accion enzimatica mediante tincién del gel con
bromuro de etidio 1ug/ml de la siguiente manera. El alelo CYP3A*3 produce
fragmentos 107pb, 71pb, 22pb, mientras que el alelo CYP3A5 *1 produce fragmentos
129y 71 pb.
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GENOTIPIFICACION DEL POLIMORFISMO P2Y12 (T744C)

Posterior a la extraccion del ADN, se llevara a cabo la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el uso de oligonucledtidos especificos 5'-
TCTGGTGAAATAAAAAGATTACGTA-3' (sentido) y 5'-
GTCAGAAAATGGCCTGTGTATATATG-3' (contrasentido).

Se usaron en un volumen final de 50ul: 2ng/ul de DNA, 0.8U de la enzima Tag DNA
polimerasa, una concentracion final de 1x de buffer, 1.0 mmol/L de MgCI?, 100 mol/L de
mezcla de alelos especificos de dNTP, 400 nmol/L de ambos oligonucleétido

especificos.

La reaccion de PCR se llevara a cabo mediante las siguientes condiciones térmicas:
una desnaturalizacién inicial de 94°C por 5 minutos, posteriormente 35 ciclos de los
siguientes segmentos, desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 50°C
por 30 segundos, y extension a 72°C por 30 segundos seguidos por una extension final

a 72°C por 5 minutos.

DETERMINACION DE LOS FRAGMENTOS POLIMORFICOS DE P2Y12 (T744C)

Posterior a la amplificacion de la secuencia correspondiente sera sometida a la accién
de la enzima de restriccibn Rsa |. Los genotipos polimérficos seran identificados
mediante electroforesis de los productos de la acciéon enzimatica mediante tincién del
gel con bromuro de etidio 1Tug/ml de la siguiente manera: alelo C 196pb y 24pb vy el
alelo 220pb.
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AGREGACION PLAQUETARIA

Preparacién del plasma rico en plaguetas (PRP) y ajuste en la cuenta plaguetaria.

El PRP fue preparado a temperatura ambiente, La sangre fue centrifugada por 10
minutos a 250 x g. El PRP fue cuidadosamente removido y el plasma pobre en
plaquetas (PPP) fue obtenido por centrifugacién del botén plaquetario resultante por 10
minutos a 1000 x g. La cuenta plaquetaria fue determinada mediante el uso de un
equipo automatizado Coulter T-890 y ajustado a 225,000£1000,000 plaquetas por

microlitros usando PPP autdlogo.

Agregaciéon Plaguetaria

La determinacién de la agregacion plaquetaria fue realizada mediante técnica de
turbidimetria con el uso de un agregémetro modelo 810-CA marca Chorno log con una
computadora de interfase equipada con un programa agro-link. La agregacion fue
inducida mediante el uso de agentes agregantes como ADP 10 uM, trombina 1 U/mL.
La agregacién fue monitoreada por 4 minutos después de la adicion del agonista

después de la adicion del agonista.
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GLOSARIO.

SICA: Sindrome Coronario Agudo

RENASICA: Registro Nacional de Sindromes Isquémicos Coronarios Agudos
IAMSEST: Infarto miocardico sin elevacion del segmento ST.
IAMCEST: Infarto miocardico con elevacién del segmento ST.
IAM: Infarto agudo del miocardio

DNA: Acido desoxiribonucleico.

PRP : Preparacion del plasma rico en plaquetas

ICP: Intervencionismo Coronario Percutaneo

ADP: Adenosin Difosfato.

OR: odds ratio

RIS: Reestenosis Intrastent

EKG: Electrocardiograma

NA: Sodio

K: Potasio

GLU: Glucosa

CRE: Creatinina

HB: Hemoglobina

HTO: Hematocrito

PLQ: plaquetas

LEU: Leucocitos

PCR: Proteina C reactiva

BNP: Péptido natriurético cerebral

CK: Creatininfosfokinasa

CKMB: Creatininfosfokinasa fracciéon MB

DHL: Deshidrogenasa Lactica

TROP I: Troponina |

MYO: Mioglobina

HDL: Lipoproteina de alta densidad
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LDL: Lipoproteina de baja densidad

TIMI: The thrombolysis in myocardial in infarction
TMP: Myocardial Perfusion Grade

DA: Arteria Descendente Anterior

CX: Arteria Circunfleja

DX: Arteria Diagonal

TCI: Tronco Coronario Izquierdo

DP: Arteria Descendente Posterior

CD: Arteria Coronaria Derecha

MO: Arteria Marginal Obtusa

FEVI: Fraccion de Expulsidon del Ventriculo Izquierdo
DM: Diabetes Mellitus

HAS: Hipertension Arterial Sistémica

DLP: Dislipidemia

TAB: Tabaquismo

EDTA: Acido Etilendiamino-Tetracético.

PLC: Fosfolipasa C

DAG: Diacilglicerol

IP3: Inositol Trifosfato

PIP2: Fosfatidilinositol bifosfato

PKC: Proteincinasa C

MLCK-P: Fosforilacion de la cinasa de cadena ligera de miosina.
AC: Adenililciclasa.

AMPc: Adenosinmonofosfato ciclico

VASP-P: Fosfoproteina estimulada por vasodilatador
GP lIbllla: Receptor de glicoproteina Glucoproteina llb Illa.
PI3K: Fosfatidilinositol-3 cinasa

PKB/Akt: Serina-treonina proteincinasa B

PGE-1: Prostaglandina E1
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