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1. Resumen.

Actualmente, se propone que las microparticulas (MPs) o microvesiculas tienen
una funcion importante en la salud y enfermedad, debido a que estan presentes en
sujetos sanos y su concentracion se modifica en diversas enfermedades. Se ha
reportado una asociacion entre su presencia y las caracteristicas de las MPs con la
evolucion y prediccion de riesgo cardiovascular. Las MPs son fragmentos de
membrana heterogéneas, liberadas por células activadas, en estrés o en apoptosis.
Miden de entre 0.1 y 1 um, carecen de simetria y exponen fosfolipidos de carga
negativa, como la fosfatidilserina. Estas MPs son vectores que pueden viajar por el
torrente circulatorio, tener una comunicacion directa con otras células, iniciar y
propagar actividad proteolitica de forma eficiente debido a la informacién que lleva
(como activadores de plasmindgeno tipo tisular (t-PA) y uroquinasa (u-PA), el
receptor del u-PA (u-PAR) y microRNAS (miRNAS) endbégenos que participan en
la regulacion del sistema fibrinolitico), lo que amplifica el mecanismo fibrinolitico
ampliamente conocido para destruir la fibrina. Estos hallazgos sugieren que las
microparticulas contribuyen de forma importante en el desarrollo de las
enfermedades cardiovasculares y/o tromboticas, por lo que estas vesiculas
circulantes prometen ser un valioso biomarcador para el diagndstico y prondstico

de dichas patologias.

Pregunta de investigacion.
¢ Cual es la diferencia en la actividad fibrinolitica de las microparticulas en pacientes
con infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST, diabéticos tipo 2,

en tratamiento con hipoglucemiantes orales, comparados con aquellos en



tratamiento con estatinas?.

Obijetivo.

Comparar la diferencia entre la actividad fibrinolitica de las microparticulas en
pacientes con infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST diabéticos
tipo 2, en tratamiento con hipoglucemiantes orales y en aquellos tratados con

estatinas.

Metodologia.

Estudio observacional, retrospectivo, transversal analitico. Realizado en el Instituto
Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez (INC). Se obtuvieron muestras de sangre
(anticoagulada con citrato de sodio al 3.2 %) de pacientes diabéticos tipo 2 con
infarto agudo de miocardio, con elevacion del segmento ST, y en tratamiento con
hipoglucemiantes orales. Se obtuvo el plasma libre de células mediante una doble
centrifugacion (1500 x g por 15 miny 13,000 x g por 5 min, a temperatura ambiente)
y se extrajeron microparticulas mediante centrifugacion diferencial (20000 x g por
90 min a 4 °C), se lavaron (2 veces) y guardaron a -80 °C hasta su utilizacion, con
amortiguador HEPES (HEPES 10 mM, NaCl 140 mM; pH 7.4).

Posteriormente, se realizdé choque térmico y se determind la concentracion de
proteina de microparticulas mediante espectrofotometria (a 280 nm). Finalmente,
se determiné la generacion de plasmina mediante un método cromogénico.

Se extrajeron variables de interés del expediente electronico y se empled el
programa estadistico SPSSv26.0 para hacer el anélisis de los datos.

El protocolo fue previamente aceptado por el comité de Etica y de Investigacion



(No. de registro: 18-1043) del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez. Los
pacientes incluidos en este estudio firmaron el respectivo consentimiento

informado.

Resultados.

Comparando pacientes diabéticos (n = 51) versus no diabéticos (n = 27),
respectivamente; La mayoria de los pacientes que participaron en el estudio (n = 78)
fueron del sexo masculino (80.4 y 85.2 %), con una edad, IMC, antecedente de
hipertension y tabaquismo activo similar entre grupos. Existe diferencia estadistica
significativa en los pacientes con antecedente de tabaquismo (58.8 y 88.9 %) y
dislipidemia (29.4 y 62.9 %).

Ademas, la concentracion de proteina de microparticulas circulantes de los
pacientes no diabéticos es 30 % mayor respecto a los diabéticos.

De las 78 muestras obtenidas, se realizé la determinacién de generacion de
plasmina de 49 muestras (n = 22 de pacientes diabéticos y, n = 27 de no diabéticos),
por lo tanto, se realiz6é un subanalisis de esos datos. Al comparar los resultados de
los no diabéticos versus los diabéticos, los resultados muestran que los pacientes
no diabéticos generan mayor concentracion de MPs y plasmina, con una diferencia

de 18 % y 68 %, respectivamente.

Abstract.

Currently, it is proposed that microparticles (MPs) or microvesicles have an
important role in health and disease because they are present in healthy subjects

and their concentration is modified in various diseases and evidence has even been



reported indicating an association between presence and characteristics of MPs
with the evolution and prediction of cardiovascular risk. MPs are heterogeneous
membrane fragments, released by activated cells in stress or in apoptosis. They
measure between 0.1 and 1 um, lack symmetry and expose negatively charged
phospholipids such as phosphatidylserine. These MPs are vectors that can travel
through the bloodstream, have direct communication with other cells, initiate and
propagate proteolytic activity efficiently due to the information they carry (such as
tissue-type plasminogen activators (t-PA) and urokinase (u -PA), the u-PA receptor
(u-PAR) and endogenous microRNAs (miRNAs that play a role in the regulation of
the fibrinolytic system), which amplifies the widely known fibrinolytic mechanism to
destroy fibrin. These findings suggest that microparticles contribute significantly to
the development of cardiovascular and/or thrombotic diseases, which is why these
circulating vesicles promise to be a valuable biomarker for the diagnosis and

prognosis of these pathologies.

Research question.
What is the difference in the fibrinolytic activity of microparticles in patients with
acute ST segment elevation myocardial infarction, type 2 diabetes, treated with oral

hypoglycemic agents between those treated with statins?.

Objective.
Compare the difference between the fibrinolytic activity of microparticles in patients
with acute myocardial infarction with ST segment elevation, type 2 diabetes treated

with oral hypoglycemic agents and in those treated with statins.



Methods.

Observational, retrospective, analytical cross-sectional study. Carried out at the
Ignacio Chavez National Institute of Cardiology (NIC). Blood samples
(anticoagulated with 3.2% sodium citrate) were obtained from type 2 diabetic patients
with acute myocardial infarction with ST segment elevation, and on treatment with
oral hypoglycemic agents. Cell-free plasma was obtained by double centrifugation
(1500 x g for 15 min and 13,000 x g for 5 min, at room temperature) and
microparticles were extracted by differential centrifugation (20,000 x g for 90 min at
4 °C), washed (2 times) and stored at -80 °C until use, with HEPES buffer (10 mM
HEPES, 140 mM NaCl; pH 7.4).

Subsequently, heat shock was performed and the protein concentration of
microparticles was determined by spectrophotometry (at 280 nm). Finally the
generation of plasmin was determined using a chromogenic method.

Variables of interest were extracted from the electronic file and the statistical
program SPSSv26.0 was used to analyze the data.

The protocol was previously accepted by the Ethics and Research Committee
(Registration No.: 18-1043) of the NIC. The patients included in this study signed the

respective informed consent.

Results.

Comparing diabetic patients (n = 51) versus non-diabetic patients (n = 27),
respectively; The majority of patients who participated in the study (n = 78) were
male (80.4 % and 85.2%), with similar age, BMI, history of hypertension, and active

smoking between groups. However, there is a significant statistical difference in



patients with a history of smoking (58.8 and 88.9%) and dyslipidemia (29.4 and
62.9%).

Furthermore, the protein concentration of circulating microparticles in non diabetic
patients is 30% higher than in diabetics.

Of the 78 samples obtained, plasmin generation was determined in 49 samples (n =
22 from diabetic patients and n = 27 from non-diabetics), therefore, a subanalysis of
these data was performed. When comparing the results of non-diabetics versus
diabetics, the results show that non-diabetic patients generate more MPs and

plasmin concentration, 18% and 68 %, respectively.
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2. Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de trastornos del
corazon y de los vasos sanguineos. Son la principal causa de defuncion en todo el
mundo, con el 80 % en paises en vias de desarrollo, segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS, 2019).

No obstante, la diabetes mellitus (DM) encabeza la lista de enfermedades de
morbimortalidad en México. Asocidndose en gran medida a complicaciones micro
y macrovasculares, asi como a un aumento del riesgo para ECV. Ambas
enfermedades afectan a paises de ingresos bajos y medianos; catalogadas como
enfermedades de origen multifactorial. Dado que la prevalencia de la diabetes
mellitus esta aumentando en todo mundo, se ha estimado que en 2030 habra
aproximadamente 552 millones de personas con DM, de las que mas de un 95 %
tendran DM tipo 2 (DM2) (Chiva-Blanch et al. 2016).

Estadisticas de salud del afio 2017, muestran que el 72.5 % de la poblacion en
México, mayores de 15 afios, tanto hombres como mujeres, presentan sobrepeso
u obesidad, cifras alarmantes, ya que es uno de los factores de riesgo para padecer
enfermedades cardiovasculares, asi como diabetes mellitus (OECD, 2017).

La hipertension arterial es uno de los principales factores de riesgo para
enfermedades isquémicas cardiacas. Estudios poblacionales mundiales han
mostrado que la prevalencia de hipertension arterial en adultos mayores de 35
anos es de 41 %, de los cuales solamente el 46.5 % son conscientes de ser
hipertensos y de aquellos que son conscientes el 87.9 % esta recibiendo

tratamiento farmacoldgico, pero solo el 32.5 % de los que reciben tratamiento esta
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bien controlado para una cifra de control global de apenas el 18 % (Gdémez et al.
2019).

Otros factores de riesgo para dichas enfermedades, enlistados por la OMS, son:
tabaquismo, dislipidemia, sedentarismo y dieta no balanceada (OMS, 2019).
Ademas de las funciones hemostaticas que se conocen de las plaquetas, hoy en
dia se reconocen sus funciones: trombosis, inflamacioén, remodelacion tisular y
posiblemente, en los mecanismos de defensa innata. Derivado de esto los
pacientes con resistencia a la insulina o diabéticos cursan con disfuncién
plaquetaria caracterizada por hiperactividad (adhesion y agregacion) de las
plaquetas y resistencia de estas a la inhibicion de la insulina sobre su funcion. En la
DM2 se altera el metabolismo plaquetario debido a cambios en las vias de
sefnalizacion intraplaquetaria. La mala regulacion de la actividad plaquetaria es
clave en la patogénesis de la ateroesclerosis y de las complicaciones vasculares
de la diabetes mellitus tipo 2 (Matadamas-Zarate et al. 2009; Guzman-Grenfell et
al. 2005).

A pesar de los multiples programas de prevencion por parte de todas las
instituciones de salud y afines, que incluyen medidas como: actividad aerdbica,
dieta balanceada, eliminar el tabaquismo, mantenerse dentro del indice de masa
corporal (IMC) correspondiente, tratamiento farmacolégico oportuno y adecuado
control metabdlico entre otros, no han sido suficientes para frenar este problema
de salud publica. Lo que repercute en la calidad de vida de nuestra poblacion y
aumenta los costos por enfermedad dentro del pais. Un estudio del INC, pionero
en la atencion de pacientes con enfermedades cardiovasculares; menciona que

durante el primer trimestre del aino 2019 (enero-marzo) dentro de las primeras 10
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causas de morbilidad y mortalidad de la sede hospitalaria, la principal es la
enfermedad isquémica del corazén. Engloba el 314 % y 32.1 % de morbi-

mortalidad, respectivamente (Estadisticas Instituto Nacional de Cardiologia. 2019).

Los factores de riesgo mencionados previamente, que se involucran en las
enfermedades cardiovasculares, tienen su proceso inicial en la formacion de
ateroesclerosis; una enfermedad que comienza desde la concepcidén del hombre.
Determinada por placas irregulares que se encuentran en la intima de las arterias
de grande y mediano calibre. La lesion fundamental se denomina ateroma, placa
ateromatosa o placa fibrograsa y esta compuesta, en su gran mayoria por colesterol
y ésteres de colesterol (lipidos) que se acumulan en su centro. A estos los cubre
una placa fibrosa, por lo que toma volumen y aumenta de tamafio hacia la luz
arterial afectando su circunferencia. Al principio de este padecimiento las placas
fibrograsas se encuentran en lugares determinados de la arteria, pero, mientras
estas progresan, se hacen mas numerosas y llegan a ocupar grandes extensiones.
Con este progreso pueden ocluir la luz arterial e invadir la media subyacente,
ocasionando eventos de origen isquémico cardiovasculares y cerebrales,
considerandose a esta entidad una reaccién inflamatoria crénica de la pared arterial
que tiene su génesis en forma de lesidn endotelial. La ateroesclerosis es un evento
cronico y silencioso, generalmente ignorado y desconocido por el paciente, la cual
provoca graves consecuencias en los érganos y sistemas. (Hernandez-Puentes
2016).

Esto ha propiciado que diversos investigadores dediquen sus esfuerzos a la
realizacion de multiples investigaciones sobre el tema. Las plaquetas, ampliamente

conocidas por su participacion tanto en la hemostasia primaria como en la
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fisiopatologia de eventos tromboticos, concentran sobre su superficie los
fosfolipidos negativos de su membrana como el factor tisular (FT) y los factores de
la coagulacién circulantes, de esta manera facilitan las interacciones entre ellos,
generando la trombina. (Chiva-Blanch et al. 2016; Varon & Shai. 2015).

Ademas, actualmente se reconoce que las plaquetas no solo participan en el
balance de la hemostasia (hemorragia - trombosis), sino también en la modulacion
de la inflamaciéon, remodelacién tisular y en los mecanismos de defensa innata.
Derivado de esto, los pacientes con resistencia a la insulina o diabéticos cursan
con disfuncién plaquetaria caracterizada por hiperactividad (adhesion vy
agregacion) de las plaquetas y resistencia de estas a la inhibicion de lainsulina sobre
su funcion. En la DM2 se altera el metabolismo plaquetario debido a cambios en
las vias de sefalizacion intraplaquetaria. La mala regulacion de la actividad
plaquetaria es clave en la patogénesis de |la ateroesclerosis y de las complicaciones
vasculares de la DM2 (Guzman-Grenfell et al. 2005; Matadamas-Zarate et al.
2009).

Actualmente, se propone que las microparticulas (MPs) o microvesiculas tienen
una participacion importante en la salud-enfermedad, debido a que estan presentes
en sujetos sanos y su concentracion se modifica en diversas enfermedades, como
las enfermedades cardiovasculares. Las MPs son fragmentos de membrana
heterogéneas, liberadas por células activadas, en estrés o en apoptosis. Miden de
entre 0.1 y 1 um, carecen de simetria y exponen fosfolipidos de carga negativa,
como la fosfatidilserina. Estas MPs son vectores que pueden viajar por el torrente
circulatorio, tener una comunicacién directa con otras células, iniciar y propagar

actividad proteolitica de forma eficiente debido a la informacion que lleva (como u-
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PA, t-PA, u-PAR y miRNAS enddgenos que participan en la regulacion del sistema
fibrinolitico), lo que amplifica el mecanismo fibrinolitico ampliamente conocido para

destruir la fibrina (Chiva-Blanch et al. 2016; Varon & Shai 2015) (Figura 1y 2).

Plasmindégeno

[a2-antiplasmina ]"'

Figura 1. Representacion esquematica del modelo de fibrinolisis tradicional. Tomado y modificado
de Espinoza & Reverter 2001.

~ Plasmindgeno

“* Plasmina
u-PA, u-PAR y t-PA ;

Plasmindgen
asminogeno Endotelio dafiado

a2-antiplasmina |

Figura 2. Representacion esquematica de como las microparticulas pueden amplificar la fibrinolisis
tradicional. Adaptado de Espitia-Huerter 2015.

3. Marco Tedrico

Actualmente se reconoce que existen (al menos) tres tipos de vesiculas celulares:

los cuerpos apoptoticos, las microparticulas y los exosomas (Figura 3). La
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diferencia radica principalmente en el tamafo, mecanismo que la genera y la
informacion que transporta. Las MPs son pequefas vesiculas de membrana entre
0.1y 1 um, liberadas por la mayoria de las células del organismo (como: plaquetas,
eritrocitos, leucocitos, células endoteliales, sincitiotrofoblasto, células tumorales,
entre otras), durante los procesos de activacidn celular, estrés o apoptosis. Son una
poblacidn heterogénea de pequenas vesiculas en las que la membrana plasmatica
perdio la simetria y exponen fosfolipidos con carga negativa sobre su superficie,

principalmente fosfatidilserina.

Cuerpos

Caracteristica Exosomas Microparticulas L
apoptoticos
Tamano 50 100 nm 100 -1000 nm Hasta 4000 nm
Multivesicular Wesiculacion
Crigen Compartimentos membrana Fragmentos celulares
intermos plasmatica
Liberacion Cnns‘f:utly:a ylo ..P..c‘tlwa-:mn \,r.'c! Final apoptosis
activacion inicio apoptosis
Capacidad de Mula o baja Alta Alta

unién a AnV

Figura 3. Caracteristicas de los diferentes tipos de vesiculas extracelulares. Modificado de
Sanchez-Lopez 2017.

Fueron descritas por primera vez en 1967 por Wolf, en donde se consideraba que
eran desechos celulares sin actividad biologica. Sin embargo, hoy son reconocidas
como verdaderas entidades subcelulares capaces de modular diversas funciones
bioldgicas involucradas en el control de la homeostasis vascular, angiogénesis,
inflamacion, entre muchas otras. Las microparticulas guardan caracteristicas de las
células de las cuales provienen y dependiendo de la informacion que transporten,

pueden favorecer la trombosis (por el FT), la fibrinolisis (por u-PA, t-PA, u-PAR) u



otra funcion biolégica (Figura 4) (Dignat & Boulanger et al. 2011).

Cell
Survival

EPCR

PECAM-1

VCAM-1

Adhesion
EPC ICAM-1
E-select
Fibrinolysis uPAR e
Remodelling S-Endo
Angiogenesis i
Tumor growth MMP VE-cadherin
k. -cadherin
..... VE-cadherin Endoth_elial L
........ s iEndotheIlal
....... Microparticles
"-.@_..-6"" O © o0

000

Figura 4. Representacion esquematica de la informacion (u-PA, u-PAR) que transporta una
microparticula circulante y su asociacion con diversos efectos biologicos (fibrinolisis).
Modificado de Dignat & Boulanger et al. 2011

Diversas investigaciones muestran que las MPs derivadas de células endoteliales
(EMPs) de microvasculatura humana tienen la capacidad de generar plasmina
sobre su superficie, al igual que las derivadas de leucocitos (LMPs). Esta evidencia
sugiere que existe un mecanismo que permite la formacion de plasmina a nivel
molecular. Las MPs que expresan u-PA participan en este mecanismo de
intercomunicacion proteolitica y son capaces de activar eficientemente la unién del
plasminégeno al fibrindbgeno, fibrina y matrices extracelulares. Lo que sugiere que

los MPs participan de manera importante en la fibrinolisis.
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3.1. ;Como estudiar la coagulacién?.

Existen 3 modelos descritos para el estudio de la coagulacién: el modelo clasico,
descrito por Morawitz, conocido como el padre de la coagulacién en 1904; quien
admitié que los tejidos vasculares liberan una tromboplastina tisular necesaria para
iniciar el proceso de coagulacion. La cascada de coagulacion: descrita en la década
de los 60°s propuesta como un modelo enzimatico a través de dos vias distintas: la
via intrinseca y la via extrinseca. Sin embargo, es importante mencionar que no
deberia hablarse de cascada de coagulacién, sino mas bien de una serie de
cambios enzimaticos y bioquimicos para la formacion de trombina vy
subsecuentemente la formacidén de un coagulo de fibrina, sin dividir el sistema en
vias separadas, ya que todos los factores interactuan entre si para un correcto
funcionamiento. Y finalmente el modelo celular: este ultimo punto fundamental en
el desarrollo de este estudio; en el cual se describe que las superficies celulares
constituyen el ambiente natural donde se desarrollan las reacciones de
coagulacién, donde las plaquetas son las que aportan la superficie mas eficiente
para la generacion de trombina, sin embargo, carecen de FT (Martinez-Murillo,
2006; Furie & Furie, 1992).

En la actualidad existen importantes conceptos sobre la iniciacion de la coagulacion,
entre ellos:

1) EI FT junto con el factor Vlla (FT-FVIla) son los iniciadores. 2) La activacion del
factor IX se genera por el complejo FT-FVIla y 3) La importancia de los factores VIlI
y IX para sostener la coagulacién y producir grandes cantidades de trombina sobre
la superficie de las plaquetas para convertir el fibrinogeno en fibrina. El

plasminégeno (PLG) es una proenzima sintetizada en el higado, organizada en 7
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dominios estructurales: el péptido pre-activador, cinco zonas homoélogas de bucle
triple llamadas “kringles” y un dominio proteinasa. El kringle 1 y 4 muestran sitios
de alta afinidad por residuos de lisina. Estos dominios median interacciones
especificas con la fibrina. De esta forma en presencia de fibrina el t-PAy el PLG se
unen a esta a través de residuos Lys (en la region C terminal) presentes en la
fibrina; lo que permite la conversion de PLG en plasmina para llevar a cabo la
fibrindlisis (Figura 1). (Martinez-Murillo, 2006).

Por otro lado, el dafio endotelial que caracteriza al paciente infartado inicia un
proceso de apoptosis celular a partir del cual se liberan MPs provenientes de
cualquier célula. Generandose a la par una respuesta inflamatoria caracterizada
por la liberacion de citocinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesion, en donde
es importante recalcar que este proceso puede condicionarle al paciente un estado
hipofibrinolitico al resultar favorecida la expresion del inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1). Finalmente, la expresion de FT en la superficie celular
condicionado por el sistema de coagulacion debido al dafio endotelial favorece la
expresion de fosfolipidos de carga negativa, asi como activadores del
plasmindégeno junto con sus receptores en la superficie de las MPs para llevara
cabo la funcion fibrinolitica (Furie & Furie, 1992).

También es importante mencionar que las MPs representan una via de
comunicacion directa entre diversas células en la circulacién sanguinea (tipo
autocrina, paracrina y endocrina). Es decir, constituyen un mecanismo que
describe la posibilidad de una comunicacién célula a célula, tienen la capacidad de
secuestrar a los componentes de la membrana y citoplasma de las células de las

que derivan, asi como las proteinas e informacién genética (RNA mensajero,
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miRNAs, etc), pueden provocar diferentes respuestas en las células préximas o
remotas con las que interactuan y por lo tanto actian como macro mensajeros
intercelulares. Los mecanismos de biogénesis y la liberacion de las MPs que se
proponen incluyen la redistribucion de los componentes de la membrana, con la
perdida de la estructura del citoesqueleto, la formacion de nano dominios y la
presencia de fosfolipidos anidnicos que actuan como fuerzas de atraccion en la
membrana (Schara et al. 2009).

Las MPs ingresan a las células diana y comparten la informacion, proteinas
intracelulares, segundos mensajeros y material genético. Los datos sobre la
presencia de miRNAS en microparticulas liberadas por células de musculo liso
vascular (VSMC) y en particular de las células de musculo liso de arteria coronaria
humana (HCASMC) Ilo hacen relevante por su posible potencial como
biomarcadores. Al facilitar la transferencia horizontal de moléculas bioactivas, se
propone que tienen un rol vital en la invasién tumoral, las metastasis, la coagulacion
y la inflamacién. También se conoce su funcion fisiolégica que genera un
microambiente en el arbol vascular que mantiene una adecuada homeostasis en
las funciones procoagulantes, anticoagulantes y fibrinoliticas. Aunque inicialmente
se reconocia solamente sus propiedades procoagulantes, actualmente se
contemplan como un sistema que puede aportar un balance
procoagulante/fibrinolitico en el que participan de manera sobresaliente las MPs
que surgen a partir de células endoteliales o que inciden en el endotelio vascular,
lo que conserva la homeostasis celular y protege a las células endoteliales de la
lisis que induce el complejo del complemento C5b-9 de la caspasa-3 y de los

fosfolipidos oxidados. (de Gonzalo-Calvo et al, 2016; Sims & Wiedmer, 1995;
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Diamant et al. 2008; Lacroix et al. 2007).

El endotelio tiene multiples funciones: antiinflamatoria, anticoagulante, regula el
tono y la permeabilidad vascular. Varias de sus acciones estan vinculadas a la
generacion de oxido nitrico (NO) o de la enzima que participa en su sintesis eNOS
(por sus siglas en inglés nitric oxide synthase derived of endothelium). Las MPs
incrementan la produccién de NO y disminuyen las especies reactivas de oxigeno
gue en general tienen caracteristicas oxidantes y deletéreas para el endotelio
(Mostefai HA et al. 2008). Asi mismo, las células endoteliales garantizan la
apropiada actividad fibrinolitica. La fibrindlisis se caracteriza por reacciones
enzimaticas que generan plasmina a partir del PLG y sus principales activadores.
Dicha enzima proteolitica elimina, entre otros sustratos la fibrina que se deposita
en los vasos sanguineos y borra el recuerdo de todos los procesos coagulantes, lo
qgue devuelve al endotelio vascular todas sus funciones fisiologicas. El proceso se
lleva a cabo sobre una superficie sélida, en donde la fibrina presenta sitios de alta
afinidad para el PLG (precursor de la plasmina). El plasminégeno que se une a
estos sitios es sustrato del t-PA para generar plasmina, que incrementa la eficiencia
catalitica al exponer nuevos sitios de afinidad, lo que expande el mecanismo. De
manera relevante surge el concepto de que las MPs que provienen de las células
endoteliales, bajo el efecto del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa),
proporcionan también una superficie capaz de interactuar con el plasmindégeno y
permitir asi su conversion en plasmina circulante, a través del u-PA y su receptor
(uPAR). Esta capacidad de las microparticulas para generar plasmina (Figura 2) les
otorga una funcion profibrinolitica relevante en la migracion celular, la

angiogénesis, la difusion de las células malignas y la apoptosis (Lacroix et al. 2012;
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Doeuvre et al .2009).

3.2. Microparticulas y su relacién con enfermedades crénico-degenerativas.

Un ejemplo del papel dual de las MPs lo aporta el hecho de que aquellas que
provienen de las células endoteliales se incrementen en los pacientes con
aterosclerosis subclinica y no asi en los pacientes con aterosclerosis sintomatica,
sugiere que las MPs tienen un papel protector bajo algunas circunstancias
fisiopatoldgicas. Se dice que las microparticulas endoteliales y de leucocitos, que
llevan respectivamente el activador del plasmindgeno tisular o el activador del
plasminégeno de tipo uroquinasa, apoyan una parte de la actividad fibrinolitica en
la circulacion que se modula en entornos patologicos. ElI conocimiento de esta
actividad fibrinolitica transmitida por microparticulas proporciona una vision mas
completa del papel de estas en el equilibrio hemostatico (Lacroix et al. 2012).

Es importante mencionar que en los procesos inflamatorios las MPs que provienen
de los leucocitos son capaces de inducir la expresion de genes que incrementan la
produccion de citocinas y moléculas de adhesién, en cultivos in vitro de células
endoteliales y leucocitos, pero también en este terreno se observa un doble papel
ya que una subpoblacion de MPs que provienen de los leucocitos y
polimorfonucleares con presencia de anexina-1 les proporciona una actividad
antiinflamatoria (Dalli et al.2008).

Aun cuando hasta el momento su estudio se ha centrado en esclarecer su
presencia en diferentes patologias, se debe resaltar que también se encuentran
presentes en individuos sanos a una concentracion mayor de 1x10° mg/ml, lo que

podria sugerir que las MPs tienen un papel relevante en la conservacion de la
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integridad del organismo, la homeostasis celular y/o promoviendo mecanismos de
defensa (Arroyo et al 2019).

Las microparticulas circulantes contribuyen a la patogénesis de aterotrombosis y se
encuentran elevadas en enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus. Es por
eso por lo que resultan de utilidad como un biomarcador para valorar el control
metabdlico (Chen et al. 2018).

Algunos autores identifican caracteristicas diferentes entre las MPs de individuos
con angina estable o con infarto agudo de miocardio. Se ha llegado a plantear
también que su presencia contribuye a la magnitud del episodio por su capacidad
de diseminar estimulos procoagulantes e inflamatorios. Sin embargo, también
pueden favorecer un estado profibrinolitico que permita la reperfusion espontanea
de la arteria coronaria como ocurre en el 15-20 % de los infartos al miocardio con
elevacion del segmento ST. La mayoria de las investigaciones han centrado su
vision en la busqueda de su actividad procoagulante, como factor de riesgo
trombdtico, en diversas situaciones clinicas. Sin embargo, al considerar su
actividad profibrinolitica, su presencia es muy importante también tanto en la
génesis como en el desenlace de las enfermedades cardiovasculares. Las
microparticulas derivadas de plaquetas son el subtipo mas abundante medido en el
plasma humano; pueden mediar multiples respuestas celulares, afectando
predominantemente el metabolismo de proteinas y lipidos, asi como coagulacién e
inflamacion. Las microparticulas derivadas de células endoteliales son un marcador
biolégico de dafo endotelial y de alteraciones en el tono vascular, que también
pueden jugar un rol en la reparacion endotelial, como aquellas que se derivan de

procesos de activacion celular, ya que muestran propiedades proangiogénicas y
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cardioprotectoras. En contraste con las EMPs generadas de procesos apoptéticos
que son consideradas marcadores de dano endotelial y envejecimiento vascular
(Bernal-Mizrachi et al. 2003; Bernal-Mizrachi et al. 2004; Plawinski & Angles-Cano.
2013).

Por otro lado, el PAI1 es una enzima inhibidora de la activacion del plasminégeno
y su incremento se relaciona con una actividad fibrinolitica disminuida, llevando a
la acumulacion de fibrina en las membranas celulares y en el intersticio de los
tejidos. Investigaciones recientes mencionan que los factores asociados al
sindrome metabdlico, como: aumento de la presion sistélica, dislipidemia y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) aumentada, es una condicion para
concentraciones elevadas de PAI 1 en el plasma, lo que ocasiona una disfuncion
fibrinolitica que incrementa el riesgo para una trombosis arterial y como
consecuencia una enfermedad cardiovascular. La concentracion de MPs en un
grupo de pacientes con factores de riesgo asociados al sindrome metabdlico, que
no se encontraban en ningun tratamiento farmacolégico (caso) se encontraron
concentraciones elevadas de MPs de plaquetas (PMPs) (p<0.001) y EMPs
(p<0.003) comparado con un grupo de personas libres de factores de riesgo
(control). Por lo tanto, las MPs pueden considerarse como posibles biomarcadores
para la identificacion de sujetos con sindrome metabdlico en riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares o diabetes mellitus tipo 2, ya que también se ha
observado que los niveles altos de glucosa se asocian con MPs circulantes
elevadas (Zahran et al.2019).

Ademas, la modulacién de los niveles de MPs a través de terapias farmacologicas

como en el caso de los antihipertensivos, pueden llegar a disminuir el riesgo que
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estas confieren, al disminuir los niveles en plasma. Recalcando la importancia de
que las MPs son capaces de unirse a las células circulantes o al endotelio y
participar en la comunicacion intercelular a través de una amplia variedad de vias
para transmitir informacion sobre inflamacion, activacién celular, apoptosis, funcion
endotelial, remodelado vascular y angiogénesis con lo que aceleran la progresion
de las ECV. En consecuencia, las estrategias para reducir las MPs circulantes
pueden retardar las complicaciones CV. (Chen et al. 2018).

La diabetes mellitus induce estrés metabodlico a las células vasculares, lo cual
promueve la activacion plaquetaria y la disfuncién vascular. El grado de activacion
de las células vasculares se puede medir con el numero y el fenotipo de las MPs
circulantes. En el caso de los pacientescon DM1 presentan el doble de MPs
circulantes derivadas de plaquetas y monocitos, positivas para FT, en comparacion
con los pacientes que presentan DM2. Lo cual posiblemente refleje es estrés
metabdlico cronico de larga evolucién. El uso de acido acetil salicilico (AAS) en la
prevencion primaria de pacientes diabéticos en tratamiento farmacoldgico de
acuerdo con las guias de practica clinica no influye en la liberacion de MPs
derivadas de plaquetas, es decir no presentan ningun efecto sobre ellas, asi como
de células endoteliales. Sin embargo, es importante mencionar que si reducen la
liberacién de las MPs derivadas de leucocitos, monocitos y células de musculo liso
en los pacientes diabéticos que aun no han presentado un evento cardiovascular.
El efecto del AAS enla DM1yDM2 son similares, a pesar de que cada una presenta
un perfil de liberacion distinto (Chiva-Blanch et al. 2016).

Diversos trabajos de investigacion se han encargado de analizar la asociacion de

la actividad de las MPs con algunos farmacos, como, por ejemplo: estatinas, calcio-
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antagonistas, hipolipemiantes, acido acetilsalicilico, etc. Sin embargo, el
comportamiento que pueden llegar a presentar en presencia de hipoglucemiantes
orales no esta claramente establecido. En el caso de los pacientes diabéticos que
reciben estatinas por sus efectos pleiotrépicos independientemente de disminuir la
concentracion lipidica, como antiinflamatorios del endotelio y propiedades
antitromboticas, pueden influenciar en los marcadores de la coagulacion vy
activacion plaquetaria, disminuyendo la mortalidad cardiovascular en este grupo de
pacientes con o sin historia de enfermedad cardiovascular. Ya que disminuyen
tanto la actividad plaquetaria como la expresion de los inhibidores del
plasmindégeno y aumentan la expresion el tPA (Echeverri et al. 2005).

Por ejemplo, en un estudio evaluaron el uso de simvastatina en monoterapia y
combinada con ezetimiba. En donde compararon los niveles de MPs en pacientes
diabéticos con enfermedad renal cronica (DM+ERC) y sin enfermedad renal (DM),
reportando lo siguiente: en el grupo de pacientes DM+ERC la monoterapia con
simvastatina redujo significativamente los niveles de MPs, asi como de MPs
derivadas de plaquetas (p<0.001) y la expresion de FT en la superficie. Lo que se
traduce en una disminucion de la actividad procoagulante. Cuando se aplico la
terapiadual simvastatina+ ezetimiba en este grupo no se obtuvieron diferencias en
estos parametros, sin embargo, esta combinacion mostré una disminucion de las
MPs derivadas de plaquetas en el grupo de pacientes DM sin ERC (Almquist et al.
2016).

Es importante mencionar que el uso de atorvastatina reduce la expresion de FT en
los pacientes con trombosis arterial periférica y en pacientes con DM1 (Mobarrez

etal. 2011).
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Las MPs se encuentran elevadas en pacientes que presentan enfermedades
cronico- degenerativas, como: DM1, DM2, ERC, ECV por mencionar algunas, sin
embargo, el grado de elevacion de estas es proporcional a las enfermedades
asociadas, es decir a mayor numero de enfermedades en un individuo, mayor
numero de MPs. Asi como del tiempo de evolucion y control de esta. Ya que son
resultado final de un proceso inflamatorio en el organismo que nos hablan de
activacion o apoptosis celular (Chiva-Blanch et al. 2016; Almquist et al. 2016;
Mobarrez et al. 2011).

Dado que la prevalencia de la diabetes mellitus esta aumentando en todo mundo,
se ha estimado que en 2030 habra aproximadamente 552 millones de personas
con DM, de las que mas de un 95 % tendran DM tipo 2- (Chiva-Blanch et al. 2016).
Circunstancia por la cual radica la importancia de buscar una asociacion entre la
actividad de las microparticulas circulantes con hipoglucemiantes orales, ya que de
acuerdo con las guias de practica clinica son el tratamiento de primera linea para
dicha enfermedad.

En este sentido, el proyecto FIMICOR (Flbrinolytic Milcroparticles: protein,
functional and mRNA evaluation in acute CORonary sindromes) plantea una
estrategia de estudio original al analizar el potencial fibrinolitico de las
microparticulas obtenidas de una muestra sanguinea. La técnica de
ultracentrifugacion es un método reportado en la literatura para la
obtencién/extraccion de microparticulas con indicaciones especiales que la
diferencian del resto de las vesiculas extracelulares. Este el método empleado en
este trabajo de investigacion. Es importante mencionar que no existe un método de

separacion o6ptimo, por eso es importante tomar en cuenta la metodologia y la
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pregunta de investigacion para determinar el método de extraccion. La técnica de
ultracentrifugacion ofrece una extraccion y sensibilidad intermedia, en la cual
primero se eliminan las células, posteriormente restos celulares, hasta obtener
plasma libre de células sanguineas. Asimismo, la técnica de generacion de
plasmina determiné la capacidad de estas para formar plasmina y de tal manera
corroborar la integridad del sistema de coagulacion a nivel molecular en pacientes
con enfermedades cronico-degenerativas, presenta la ventaja de que nos permite
tener un analisis molecular sobre el estado real del paciente relacionandolo con
escenarios clinicos, como: aumento en el riesgo cardiovascular o formacion de
trombos. Es una técnica altamente especializada, costosa, que requiere de mucho
tiempo para obtencidon de resultados, se requiere un procedimiento altamente
estandarizado, por lo que de momento no es un método que pueda implementarse
por cualquier profesional de la salud o se lleve a cabo como un estudio de rutina.
(Théry et al. 2018; Zaborowski et al. 2015).

Nuestro grupo de investigacion se distingue por ser un equipo multidisciplinario que
tiene como principal objetivo el estudio de las enfermedades cardiovasculares bajo

diferentes perspectivas de trabajo.

4. Planteamiento del problema.

Las enfermedades cardiovasculares, asi como la diabetes mellitus tipo 2 engloban
la principal causa de morbi-mortalidad en todo el mundo. Ademas, los resultados de
diversas investigaciones indican que la actividad profibrinolitica de las MPs es muy
importante tanto en la génesis y en el desenlace de dichas enfermedades.

Estos antecedentes sugieren un escenario, en el que las MPs podrian ser un
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biomarcador valioso de diagndstico y desarrollo de nuevos ensayos para identificar
una adecuada respuesta terapéutica. Sin embargo, el comportamiento que pueden
llegar a presentar en presencia de hipoglucemiantes orales no esta claramente
establecido, a pesar de los avances en terapia farmacologica para los pacientes
diabéticos los hipoglucemiantes orales como la metformina continuan siendo

terapia de base para los pacientes con DM2.

5. Pregunta de investigacion.

¢ Cual es la diferencia en la actividad fibrinolitica de las microparticulas en pacientes
con infartoagudo de miocardio con elevacion del segmento ST diabéticos tipo 2, en
tratamiento con hipoglucemiantes orales, contra aquellos en tratamiento con

estatinas?.

6. Justificacion.

Las enfermedades cardiovasculares hoy en dia se encuentran dentro del marco de
las principales causas de mortalidad. A su vez presentan amplias complicaciones
en el lecho vascular, tales como: trombosis, infarto, isquemia, entre otras.

En diversos estudios se ha demostrado la descripcion y la utilidad de las
microparticulas dentro de las enfermedades cardiovasculares y metabdlicas,
haciendo énfasis en su funcién procoagulante y su relacién con el numero de MPs
que se presentan en el organismo humano en el momento del diagndstico, sin
embargo, el estudio de la actividad fibrinolitica que estas presentan en estos
pacientes aun se encuentra limitado. Dejandonos en incégnita mediante que

mecanismo o factores participan en la via fibrinolitica, asi como las asociaciones
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que favorecen o alteran dicha funcion, sin olvidar mencionar que no esta clara la

participacion de las microparticulas en presencia de hipoglucemiantes orales.

7. Hipétesis.

Las microparticulas de pacientes diabéticos tipo 2 con infarto agudo de miocardio
con elevacion del segmento ST, en tratamiento con hipoglucemiantes orales,
presentan actividad fibrinolitica disminuida, en comparacién al grupo tratado con

estatinas.

8. Objetivo general.

Comparar la diferencia de la actividad fibrinolitica de las microparticulas en
pacientes con infarto agudo de miocardio con elevacién del segmento ST,
diabéticos tipo 2, en tratamiento con hipoglucemiantes orales y en aquellos tratados

con estatinas.

9. Objetivos particulares.

e Determinar la relacion entre la dosis de los medicamentos de interés con la
concentracion de MPs.

e Determinar la relacion entre la dosis de los medicamentos de interés con la
modulacion de la actividad fibrinolitica de las MPs.

e Determinar la actividad fibrinolitica de las microparticulas en ambos grupos de

estudio.
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10. Metodologia.

10.1. Disefio del estudio.
Estudio observacional, retrospectivo, transversal, comparativo, analitico (Caso y

Nno caso).

10. 2. Calculo de tamaino de muestra:

(Pita-Fernandez, 1996).
@)Y

l'2
Donde:

e n =Numero de sujetos necesarios para el estudio

e Za = Valor de Z correspondiente al riesgo de a deseado

= Con una confianza de 95 % (1 -a =0.095; a=0.05) = 1.96

S =Varianza de la variable cualitativa que se supone existe en una poblacion

i = Nivel de precision o error maximo = 20 %

Se realiz6 el calculo de tamafio de muestra considerando los resultados de un trabajo
previo (Lacroix et al. 2012), donde midieron la actividad de la plasmina mediante la
misma técnica: con S=0.55yi=0.2; n = 29.1, si consideramos 20 % de perdidas
(5.9), n = 35 para cada grupo de estudio.

Estos individuos se reclutaron consecutivamente de acuerdo con su ingreso al
Departamento de Hemodinamica, para una intervencion coronaria percutanea en
el Instituto Nacional de Cardiologia, siempre y cuando hubiesen cumplido con los

criterios de inclusion. Ademas de haber firmado el consentimiento informado.



10. 3. Criterios de inclusion en el estudio.

CASO:

Se ingresaron pacientes (tanto hombres como mujeres), mayores de 18 afios,
con diagndstico de infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST
(realizado por un médico cardiologo del INC), que sea sometido a un estudio
angiografico, en el Departamento de Hemodinamica del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez.

Pacientes con infarto agudo de miocardio, que cuenten con el diagnostico
establecido de diabetes mellitus tipo 2, en tratamiento previo de al menos 3
meses con hipoglucemiantes orales (metformina y glibenclamida).

Acepten participar en el estudio, previo consentimiento informado.

NO CASO:

Se ingresaron pacientes (tanto hombres como mujeres), mayores de 18 afos,
con diagnostico de infarto agudo de miocardio con elevacion del segmento ST
(realizado por un médico cardidlogodel INC), que sean sometidos a un estudio
angiografico, en el Departamento de Hemodinamica del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez.

Pacientes con infarto agudo de miocardio, que se encuentren en tratamiento
médico previo al menos 3 meses con estatinas por diagnéstico de dislipidemia

0 por riesgo cardiovascular.

Acepten participar en el estudio, previo consentimiento informado.

*Para finalidad de interpretacién de resultados el grupo de casos se identifico
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como diabéticos y el grupo comparativo como como no diabéticos. Grafica 1.

10.4. Criterios de exclusion en el estudio.

Pacientes diabéticos que no se encuentren en tratamiento farmacoldgico.

Pacientes diabéticos que se encuentren en tratamiento con hipoglucemiantes

orales diferentes a metformina y glibenclamida.

Pacientes diabéticos en tratamiento con insulina.

Pacientes que consuman metformina y glibenclamida con indicacién distinta

a diabetes mellitus.

Pacientes con padecimientos: autoinmunes, hepaticos, renales y/o cancer.

10.5. Criterios de eliminacion en el estudio.

Perdidas de muestra por cualquier causa.

Pacientes que decidan retirar su muestra del estudio.

Grupos de estudio

Caso
n=35

“Diabéticos”

IAM* )

+
DM2**

+

hipoglucemiantes orales

Grupo de comparacion
n=35

“No diabéticos”

J/
IAM*
+
Dislipidemia/riesgo
cardiovascular elevado
+
estatinas )

*IAM: Infarto agudo de miocardio.
**DM2: diabetes mellitus tipo 2.

Grafica 1. Diagrama de flujo de los grupos de estudio; caso y grupo comparativo.



10. 6. Descripcion operativa.

Se reviso la programacion diaria del darea de Hemodinamica INC para ubicar los
estudios de intervencidén coronaria percutanea y se eligieron a los pacientes con
cardiopatia isquémica quecumplieron con los criterios de inclusién ya mencionados
previamente. También se obtuvo muestra sanguinea de los pacientes que
provengan de la Unidad Coronaria (cuando esto sea posible), aun cuando la
intervencidn coronaria percutdnea no sea programada, es decir, se obtuvo muestra
sanguinea de un paciente que llega directo al area de urgencias de dicha
Institucion. Cada paciente, o un familiar responsable, autorizé6 (mediante
consentimiento informado) la participacién en el estudio angiografico, la toma de
una muestra sanguinea y asi como el uso de la muestra sanguinea para métodos
de investigacidn. Se revisaron los expedientes y se recolectaron los datos

relevantes para el estudio.

10.7. Variables de estudio.

Tabla 1. Definicién operacional de las variables de estudio.

34

. Unidad de Tipo de
Variable conceptual Definiciones medida variable
Operacional: Farmacos que de acuerdo
con su mecanismo de accion se utilizan
Hipoglucemiante para el tratamiento de la DM2 vy Metformina/ Cualitativa
corresponden al grupo de Glibenclami- dicotémica
sensibilizadores y  secretagogos de da

insulina. Tomado del expediente clinico.



35

Tiempo de evolucién
de DM2

Actividad fibrinolitica

Edad

Sexo

Dislipidemia

Dosis/ dia metformina

Dosis/dia
glibenclamida

Operacional:  Periodo de tiempo
trascurrido desde el diagnéstico de la
enfermedad, tomado  del expediente
clinico.

Operacional: Medida a través de la
generacion de plasmina; técnica
electroforética que permite cuantificar la
presencia de plasmina en base a un
sustrato cromogénico.

Operacional: Tiempo transcurrido a partir
del nacimiento de un individuo expresado
en afios al momento del diagndstico, dato
que se tomara del expediente clinico.

Operacional: Clasificacion en hombre o
mujer deacuerdo con las caracteristicas
fenotipicas y anatomicas, dato que se
tomara del expediente clinico.

Operacional: Enfermedad asintomatica,
causada por concentraciones anormales
del perfil lipidico (colesterol >200mg/dl,
LDL >100 mg/dl, HDL <45 mg/dl,
triglicéridos >150 mg/dl ). Dato tomado
del expediente clinico.

Operacional: Dosis total de metformina
que recibe el paciente en un lapso de 24
horas. Dato extraido del expediente
clinico.

Operacional: Dosis total de
glibenclamida que recibe el paciente en
un lapso de 24 horas. Dato extraido del
expediente clinico.

<10 afos
>10 anos

pg/mi

anos

Masculino
/femenino

Si/no

500 mg
850 mg
1700 mg
2500 mg

5mg
10 mg
15mg

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
discreta

Cualitativa
dicotémica

Cualitativa
dicotomica

Cuantitativa
Discreta

Cuantitativa
discreta
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Concentracién de
proteina de
microparticulas
(MPs)

Actividad fibrinolitica

Operacional: Concentracion proteica de
las MPs obtenidas por ultracentrifugacion
ymedidas a través de espectofotometria.
Dato obtenido a través del proceso
experimental.

Operacional: Medida a través de la
generacion de plasmina; técnica
electroforética que permite cuantificar la
presencia de plasmina en base a un
sustrato cromogénico.

pg/mi

pg/mi

Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua
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10. 8. Variables de confusion.
(Sin estar enlistados por orden de importancia).

e Hipertensién arterial sistémica: pacientes con diagndstico previo o con
tratamiento antihipertensivo establecido, o pacientes con TA sistdlica > 140
mmHg, diastolica = 90 mmHg en 2 o mas registros en dias diferentes.

e Hipertrigliceridemia: diagnostico previo, tratamiento con fibratos o triglicéridos
séricos = 150 mg/dL.

e Obesidad: indice de masa corporal = 30. Medicién de cintura > 90 cm en la

mujer o 102 cm en el hombre.

11. Material, métodos y procedimientos.

11. 1. Obtencioén de muestra de sangre.
Se obtuvo de cada paciente, con al menos 4 h de ayuno, una muestra de 13.5 mL
de sangre por puncion venosa. La muestra de sangre se coloco en tubos con citrato

de sodio (0.109 mM) como anticoagulante, en wuna relacion 1:10.

11.2. Extraccién de microparticulas.

Las microparticulas se obtuvieron mediante la técnica de ultracentrifugacion.
Brevemente, la sangre colectada se sometié a una doble centrifugacion (1500 x g
por 15 min y 13,000 x g por 5 min; a temperatura ambiente) para obtener plasma
libre de células sanguineas. Posteriormente, el plasma se centrifugd a 20000 x g
por 90 min a 4 °C y se realizan dos lavados mas con el amortiguador HEPES

(HEPES 10 mM, NaCl 140 mM; pH 7.4), en las mismas condiciones (Figura 5). Las
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muestras se guardaron en el mismo amortiguador, a - 80 °C hasta su utilizacion.

(Doeuvre 2009; Théry et al. 2018; Zaborowski et al. 2015).

B)

Figura 5. Imagenes representativas de cdmo se realiza el proceso de obtencion de MPs.
A) Foto del procesamiento de muestras previo a la centrifugacién diferencial (se colocaron las
muestras en tubos de policarbonato, se pesaron y se colocaron a contrapeso en el rotor); B)
Fotos de ultracentrifuga OPTIMA BECKMAN y C) rotor TLA 1002; empleados para la
extraccion de MPs.

11.3. Cuantificacién de proteina de las microparticulas.

Las microparticulas obtenidas se sometieron a 5 ciclos (de 1 min) de congelacién y
descongelacion (nitrégeno liquido a -200 °C - bafio maria a 37 °C), para lisar su
membrana y poder estimar el contenido de proteinas mediante un espectrofotdmetro
(modelo Eon, marca BioTek) a 280 nm.

El volumen de MPs a cuantificar fue de 7.5 pL por muestra, previo a cada
cuantificacién las microparticulas se depositaban en tubos eppendorf de 0.5 mL, sin
embargo, al iniciar este proceso fueron colocadas en el vortex con duracion de 3
segundos, para posteriormente depositar 2.5 L de MPs en cada pozo. La placa del
espectrofotometro se compone de 16 pozos, en los cuales se generd lectura

triplicada por muestra, para obtener el promedio de proteinas de cada una de ellas.
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Estas fueron almacenadas en tubos eppendorf de 0.5 mL bajo congelacién a -19°C.

Hasta su proxima utilizacion de ser necesario.

11.4. Actividad fibrinolitica.

Se determind la presencia del activador del plasmindgeno, el t-PA, mediante la
técnica de generacion de plasmina (Lacroix et al. 2007). Técnica que nos permitio
cuantificar la presencia de plasmina que se deriva de las MPs con base en un
sustrato cromogeénico, para la determinacién de la actividad fibrinolitica de las MPs,
es decir corroborar la capacidad que presentan o no para degradar depdsitos de
fibrina. La cual se llevo a cabo de la siguiente manera: En una placa de 384 pozos
(Greiner Bio-One 788876) se depositd por duplicado para cada muestra, en un
volumen final de 25 pL, t-PA (0.2-0.00002 Ul/mL) o 2x10°> MPs en suspensién en
amortiguador PBS, suplementado con albumina bovina 2 mg/mL, plasmindgeno 1
UM (Plasminogen HYPHEN BIOMED), sustrato cromogénico selectivo para la
plasmina 0.75 mM ((metil-malonil)-hidroxipropil arginina, p-nitroanilina (CBS
S0065, Stago, Francia)). La cinética se siguio durante 24 h en un espectrofotdmetro
(Eon, BioTek), midiendo el cambio de absorbancia a 405 nM por la produccién de p-
nitroanilina que genera el cromoégeno al liberarse del péptido por accién de la
plasmina.

Se graficaron los resultados obtenidos de la curva patron de t-PA y los resultados

obtenidos de las muestras de MPs se interpolan en dicha curva (Gréfica 1).
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12. Analisis estadistico.

Se determiné la distribucidon de las variables cuantitativas mediante la prueba de
Shapiro Wilks,los datos se presentan con medidas de tendencia central con su
respectiva medida de dispersion, dependiendo de su distribucion (promedio + DE o
mediana (rango intercuartilico), para resultados paramétricos y no paramétricos,
respectivamente).

Las variables cualitativas se presentan como frecuencia y porcentaje (n (%)).

Se determind si existen diferencias entre grupos mediante las pruebas de t-student,
U Mann-Whitney o Wilcoxon, dependiendo de la distribucién de los datos.

Se utilizé la prueba de Chi-cuadrada para establecer la asociacion entre variables
categoricas.

Con “p < 0.05, el resultado se considero estadisticamente significativo. El analisis
se realizocon el programa estadistico SPSS version 26.0 (IBM, Amonk, NY, EE.

uu.).

13. Consideraciones éticas.

El proyecto fue aprobado (No. 18-1043) por el Comité de Etica y de Investigacion
del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez, que vigilara estrechamente
que el proyecto cumpla con lo previsto por la Ley General de Salud. Ademas, las
muestras se tomaron siguiendo los lineamientos de la Declaracién del Helsinki

causando el menor dafo posible.

14. Consideraciones de bioseguridad.
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-Riesgos téxicos: El paciente no fue sometido a ningun tipo de exposicion de riesgo
téxico dentro del protocolo de investigacion. La muestra sanguinea obtenida de cada
paciente se procesO para la obtencidn de microparticulas, con la técnica

mencionada previamente.

-Riesgos infectocontagiosos: Para disminuir el riesgo de punciéon o
infectocontagiosos que implicé la obtencidén de cada muestra sanguinea, se extrajo
con la colocacion de guantes estériles, jeringa y aguja nueva y posteriormente
depositada en tubos citratados, unicamente manipulable por el médico encargado.
La generacidon de RPBI: se colocaron dentro de botes rojos (identificadas
especificamente para este tipo de residuos), las cuales se encuentran dentro del
area de trabajo en donde se llevé a cabo el protocolo de investigacion. Como
corresponde de acuerdo con la NOM-087-SSA1-2002.

No se trabajé con microorganismos, ni se llevaron a cabo modificaciones genéticas.

-Riesgos radiolégicos: La intervencién coronaria percutanea (ICP) por si sola implica
una exposicion radiologica para el paciente, sin embrago, es responsabilidad del
médico tratante mencionarlo al paciente. Por parte del investigador no existe riesgo
radioldgico, ya que la muestra se tomo previo al inicio de la intervencién. Durante el
procesamiento de muestrassanguineas para la obtencion de microparticulas, no

existioé ningun riesgo radioldgico.



15. Resultados.
Tabla 2. Caracteristicas sociodemograficas y factores de riesgo cardiovascular de

los pacientes.
La dislipidemia resultd estadisticamente significativa en el grupo de pacientes no
diabéticos. El resto, 37.1 % correspondia a pacientes con riesgo cardiovascular

elevado. El tabaquismo resultd un factor de riesgo estadisticamente significativo

en el grupo de no diabéticos.

Variable Diabéticos (n =51) No diabéticos (n = 27)
Edad (afios) ®
59.4 £10.3 60.9 £10.6
Mujer: 10 (19.6) Mujer: 4 (14.8)
Sexo (n (%))
Hombre: 41 (80.4) Hombre: 23 (85.2)
IMC (Kg/m2) ® 27.0 £3.3 291179
Factores de riesgo cardiovascular (n (%))
Si: 35 (68.6) Si: 18 (66.7)
Hipertension arterial
No: 16 (32.4) No: 9 (33.3)
Si: 30 (58.8) Si: 24 (88.9) *
Tabaquismo pasado
No: 21 (41.2) No: 3 (11.1)
Si: 15 (29.4) Si: 12 (44.4)
Tabaquismo activo
No: 36 (70.6) No: 15 (55.6)
Si: 15 (29.4) Si: 17 (62.9) *
Dislipidemia
No: 36 (70.6) No: 10 (37.1)

IMC = indice de masa corporal. Todas las variables se muestran como promedio +

42
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DE ®o n (%), dependiendo del tipo y la distribucion de los datos. *p < 0.05 indica

una diferencia estadisticamente significativa. Prueba de Shapiro Wilks, t-student y

Chi cuadrada con el programa estadistico SPSSv26.0.

Tabla 3. Concentracién de proteina de micropraticulas, en pacientes diabéticos
versus no diabéticos.
La concentracidn de proteinas de MPs es 30 % mayor en el grupo de no diabéticos

comparado con el grupo de diabéticos; 340 ug/mL y 262 ug/mL, respectivamente.

. Diabéticos No diabéticos Diferencia
Variable (n=>51) (n=27) (%)
Concentracion de
proteina de MPs 262 340 +30
(ng/mL)
(132-1161) (198 -402)

Los resultados se muestran como mediana (rango), debido al tipo y distribucién de
los datos. La diferencia se obtiene al comparar los resultados de concentraciéon de
proteina de MPs de los pacientes no diabéticos respecto a los diabéticos. *p < 0.05
indica una diferencia estadisticamente significativa. Prueba de Shapiro Wilks y U de

Mann Withney con el programa SPSSv26.0.

Tabla 4. Concentracion de proteina de MPs en funcién de la frecuencia y tiempo de
evolucién de la diabetes mellitus tipo 2.

El 56 % de los pacientes diabéticos presentan un tiempo de evolucién menor o igual
a 10 afos (p = 0.001) *. Conforme aumenta el tiempo de evolucion de la enfermedad

(diabetes mellitus) la concentracion de proteina de MPs disminuye -46 %, respecto
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a los primeros 10 afos (p=0.05).

Tésg:ﬁgig: Concentracion de proteina Diferencia
de la DM2 n de MPs (pg/mL) D (%)
>10 afnos 22 260 (133— 1312)*

<0.05 - 46%
<10 afos 29* 490 (150 - 1170)

DM2 = Diabetes mellitus tipo 2. Los resultados se muestran como mediana (rango

intercuartilico), debido al tipo y distribucion de los datos. *p < 0.05 indica una

diferencia estadisticamente significativa. Prueba de Shapiro Wilks y U de Mann

Whitney con el programa SPSSv26.0.

Tabla 5. Frecuencia de prescripcién de los medicamentos empleados para tratar la

diabetes mellitus tipo 2.

De los 51 pacientes con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2, el 59 % fueron

tratados unicamente en monoterapia con metformina, el 35 % fue tratado con terapia

dual y solo el 6 % con monoterapia de glibenclamida.

Farmacos utilizados para tratar la diabetes tipo 2

Variable
Metformina Glibenclamida Terapia dual
(metformina +
glibenclamida)
n 30 3 18
% 59 6 35

Los resultados se muestran como n (%).
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Tabla 6. Concentracién de proteina de microparticulas de acuerdo con la dosis
administrada de metformina.
No hay un patron o comportamiento establecido sobre la concentracion de proteina

de MPs en plasma en los pacientes tratados con metformina.

Dosis de metformina Concentracion de proteina de
(mg/dia) microparticulas (pg/mL)**
(n)
500 (1) 324 (90-1177)
850 (11) 238 (166 - 365)
1000 (3) 540 (255 -1746)
1500 (2) 1014 (96 -1230)
1700 (12) 260 (150 -1010)
2500 (1) 225 (109 -1246)

Los resultados se muestran como mediana (rango intercuartilico) **, debido al tipo y
distribuciéon de los datos. *p < 0.05 indica una diferencia estadisticamente
significativa. Prueba de Shapiro Wilks y U de Mann Withney con el programa

estadistico SPSSv26.0.

Tabla 7. Concentraciéon de proteina de microparticulas de acuerdo con la dosis
administrada de glibenclamida.
Con dosis de 5 mg/dia se modifica la concentracién de proteina de manera

significativa, respecto a la mediana de la poblacién de diabéticos y respecto a las
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dosis de 10y 15 mg.

Dosis de glibenclamida

Concentracién de proteina de microparticulas

(mg/dia) (n) (Hg/mL)**
5(1) 164 (113-1067) *
10 (1) 420 (96 - 1244)
15 (1) 1014 (781-2402)

Los resultados se muestran como mediana (rango intercuartilico) ** debido al tipo y
distribucién de los datos. *p < 0.05 indica una diferencia estadisticamente

significativa. Prueba de ShapiroWilks, Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney con el

programa SPSSv26.0.

Tabla 8. Frecuencia de prescripcion de estatinas.

El 85 % de los pacientes no diabéticos se encontraba en tratamiento con

atorvastatina por dislipidemia o riesgo cardiovascular elevado. La estatina con

mayor prescripcion fue la atorvastatina.

Estatina
Variable i
Atorvastatina Fluvastatina Pravastatina
n 23 1 3
% 85 4 11

Los resultados se muestran como n (%).
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Tabla 9. Frecuencia y concentracion de proteina de microparticulas de acuerdo
con la dosis administrada de estatina.

La dosis mas utilizada fue la de 40 mg/dia. Las dosis de 40 mg/dia y 80 mg/dia
disminuyeron la concentracion de MPs respecto a la mediana de la poblacién no
diabética. Se observé una disminucion en la concentracion de MPs conforme

aumenta la dosis.

Dosis de estatina n (%) Concentracién de proteina de MPs
(mg/dia) (ng/ml)**
20 9 (33.3%) 409 (279 - 1260)
40 16 (59.3%) 294 (182 -963)
80 2 (7.4%) 170(122-955)

Los resultados se muestran como mediana (rango intercuartilico), debido al tipo y
distribucion de los datos. *p < 0.05 indica una diferencia estadisticamente
significativa. Prueba de Shapiro Wilks,Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney con el

programa SPSSv26.0.

De las 78 muestras recolectadas (n = 51 y n = 27) y de las cuales se realiz6 la
extraccion de MPs, solo en 49 de ellas se realizé el experimento cromogénico
para generacion de plasmina, por lo tanto, se ejecutdé un subanalisis de los 49

pacientes, debido a datos incompletos en el expediente clinico. (Diagrama 2).
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Tabla 10. Caracteristicas sociodemograficas y factores de riesgo cardiovascular
de los pacientes.

La dislipidemia como caracteristica clinica, resulté estadisticamente significativa en
el grupo de pacientes no diabéticos. El resto, 37.1 % correspondia a pacientes con

riesgo cardiovascular elevado. El tabaquismo resultdé un factor de riesgo

estadisticamente significativo en el grupo de no diabéticos.

Variable Diabéticos (n = 22) No diabéticos (n = 27)
Edad (afios) © 64.6 £12.7 60.9 +10.6
Sexo (n (%)) Mujer: 5 (22.7) Mujer: 4 (14.8)

Hombre: 17 (77.3) Hombre: 23 (85.2)
IMC (kg/m2) © 27.3 £3.1 291179
Factores de riesgo cardiovascular (n (%))
Si: 14 (36.4) Si: 18 (66.7)
Hipertension
arterial No: 8 (63.6) No: 9 (33.3)
Si: 9 (40.9) Si: 24 (88.9) *
Tabaquismo
pasado No: 13 (59.1) No: 3 (11.1)
Si: 10 (45.5) Si: 12 (44 .4)
Tabaquismo
activo No: 12 (54.5) No: 15 (55.6)
Si: 15 (68.2) Si: 17 (62.9) *
Dislipidemia
No: 7 (31.8) No: 10 (37.1)

IMC = indice de masa corporal. Todas las variables se muestran como promedio +

DE ® o n (%), dependiendo del tipo y la distribuciéon de los datos. *p < 0.05 indica



una diferencia estadisticamente significativa. Shapiro Wilks, T-student y Chi cuadrada

con el uso del programa estadistico SPSSv26.0.

Tabla 11. Situacién bioquimica de los pacientes.

Al analizar la situacion bioquimica de los pacientes, se observa una diferencia

estadisticamente significativa entre la concentracién de glucosa de diabéticos y no

diabéticos (p< 0.05).

Variable Diabéticos (n = 22) No diabéticos (n = 27)
Hemoglobina (g/L) ® 13.5+1.6 142 £1.7
Hematocrito (%) © 40.2 £5.2 42,6 £5.0
Plaquetas (x103/uL) ® 236.4 £72.3 329.2 £47.9
McV (fL) © 89.3 £43 90.5 +£4.2
McH (pg) © 30.1£2.0 30.1 £1.7
VPM (L) ©® 9915 9.2 +1.1
Colesterol total** 126 (103 - 160) 152 (121 - 184)
(mg/dL)
LDL (mg/dL) ** 80 (55 - 102) 85 (65 - 115)
HDL (mg/dL) ** 39 (29 -43) 36 (28 - 45)

Triglicéridos (mg/dL) **

118 (99 - 148)

125 (103 - 176)

Glucosa (mg/dL)**

156 (123- 240)

102 (93-119) *

McH = Hemoglobina corposcular media, McV = Volumen cosposcular medio, VPM
= Volumenplaquetar medio. Los resultados se muestran como promedio + DE ® o

mediana (rango intercuartilico (Rl)) **, dependiendo de la distribucién de los datos.
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*p < 0.05 indica una diferencia estadisticamente significativa. Prueba de Shapiro
Wilks, t-student, U de Mann Whitney y Chi cuadrada, con el programa estadistico

SPSSv26.0.
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Grafica 1. Curva de calibracion de la técnica de generacion de plasmina. Densidad éptica a 405 nm
contra concentracion del activador de plasminégeno tipo tisular (Ul/mL).

Tabla 12. Concentracion de proteina de microparticulas (MPs), concentracién de
plasmina generada por las MPs y escala de riesgo TIMI de los pacientes.

La concentracion de proteina de MPs en el grupo de no diabéticos se encontraba
con una diferencia mayor de 18 % respecto a los diabéticos. Ambos grupos tuvieron
la capacidad de generar plasmina mayor, lo cual se reflejo en mas del 77 % de
ambos grupos. Sin embargo, los pacientes no diabéticos formaron mayor

concentracion de plasmina con una diferencia del 68 %.



, Diabéticos No diabéticos | Diferencia
Variable (n=22) (n=27) (%)
118 340
Concentracién de +18
proteina de MPs (pug/mL)** (100 -214) (198 -402)
Si: 17 (77.3) Si: 22 (81.5) Si-
. . i:+5
Generacion de plasmina
(n (%)) No: 5 (22.7) No: 5 (18.5)

Los resultados muestran como mediana (rango intercuartilico) ™ o n (%), de acuerdo
con la distribucion de los datos. *p < 0.05 indica una diferencia estadisticamente
significativa. Prueba de Shapiro Wilks, U de Mann Whitney y Chi cuadrada, con el

programa estadistico SPSSv26.0.

Tabla 13. Concentracion de proteina de MPs, generacién y concentracion de
plasmina generada por las MPs, datos segmentados por tiempo de evolucion de la
diabetes mellitus tipo 2.

A pesar de generar el subanalisis, se mantiene la caracteristica de las MPs de
disminuir su concentracion de proteina cuando el tiempo de evolucion es igual o
mayor a 10 afos, sin embargo, presentan capacidad de generar plasmina, incluso

a una concentracion mayor, con una diferencia del 50 %.

<10 afos (n=8) > 10 afios (n = 14) (%)
Concentracion
dﬁpf‘(’:l‘;"/“nﬁl_‘)’ﬁ 150 (116 - 318) 107 (98 - 199) -29
Generacic')n de Si: 6 (75) Si: 11 (78.6)
pzﬁs’(’;l')’;a Si: +3.6




No: 2 (25) No: 3 (21.4)

Concentracién
de plasmina

(x10-% Ul/mL)** 1.4 (0.6-3.7) 2.1(1.6-4.7) +50

Los resultados se muestran como mediana (rango intercuartilico) o n (%),
dependiendo del tipo y distribucién de los datos. *p< 0.05 indica una diferencia

estadisticamente significativa.Prueba de Shapiro Wilks, U de Mann Whitney y Chi
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cuadrada, con el programa estadistico SPSSv26.0.

Resultados

Caso
n=35

“Diabéticos”
hipoglucemiantes orales

IAM*

+
Grupo comparativo . L
n=35 Dislipidemia/riesgo
. cardiovascular elevado
“No diabéticos”
+

estatinas

n=22

4 3\

Concentracién de proteina de Mps
(ng/mL)***
118 (100 - 214)

Generacién de plasmina (n (%))
17(77.3)

Concentracién de plasmina (x102
Ul/mLy=**
1.9 (1.1-3.7)

\. J
. A

Concentracion de proteina de Mps
(ng/mL)=**

340 (198 — 402)

Generacién de plasmina (n (%))
22(81.5)

Concentracion de plasmina (x10%
Ul/mL)=**

3.2(1.3-4.1)

. J/

Diagrama 2. Diagrama de flujo de los resultados de concentracién de proteina de MPs,
generacion y concentracion de plasmina.
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16. Discusion.

Al analizar el comportamiento con las intervenciones farmacologicas especificas (en
pacientes con enfermedad cardiovascular de tipo infarto agudo al miocardio con
elevacion del segmento ST) con hipoglucemiantes orales y estatinas observamos
que se modifica la concentracion de proteina de MPs, dependiendo el farmaco y la
dosis empleada, comparado con la mediana inicial de ambas poblaciones de
estudio. El tiempo de evolucién y los factores de riesgo asociados son puntos clave
para acelerar el proceso de dano endotelial, mantener una inflamacion constante
cronica de bajo grado y de tal modo propiciar aumento del riesgo cardiovascular, ya
qgue se observa una alteracion molecular en el sistema de coagulacion. A pesar de
que la dislipidemia es un factor de riesgo principal para aterosclerosis y finalmente
un desenlace cardiovascular establecido como infarto agudo de miocardio, el uso
de estatinas para su control, resultd de suma importancia ya que modulan la
concentracion de proteina de MPs y aunque estas se encuentran en mayor
proporcion respecto al grupo de diabéticos, tuvieron la capacidad de formar mayor
concentracion plasmina en mas del 80 % de los pacientes. Es importante recordar
el efecto que presentan para estabilizar la placa ateromatosa, evitar su ruptura y
disminuir el riesgo de trombosis. Acto que se ve reflejado a nivel molecular en el
compartimiento de dichas MPs. Lo que se traduce en un sistema de coagulacion
con mayor estabilidad y mejor respuesta ante un desenlace cardiovascular para la
degradacion de depdsitos de fibrina. Es decir, las estatinas favorecen la actividad
fibrinolitica de las MPs en pacientes infartados independientemente de sus
comorbilidades, lo que clinicamente se traduce en un menor riesgo de re-infartos o

trombos y de favorecer su degradacion, si fuera el caso. Lo que favorece el
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panorama clinico de un paciente con riesgo cardiovascular y comorbilidades
asociadas. Lo cual, invita a mantener dosis de estatinas en aquellos pacientes que
presenten enfermedades cronico degenerativas que propician dafo endotelial
cronico de bajo grado, aumentado el riesgo cardiovascular como la diabetes
mellitus. El control metabdlico en pacientes con enfermedades crénico-
degenerativas y riesgo cardiovascular aumentado es de suma importancia para
disminuir el dafio endotelial y las complicaciones en el sistema de coagulacion.

La funcidn de las estatinas no solo es en el control de lipidos, sino también ofrecen
efectos pleiotropicos en el endotelio, disminucién de la agregacion plaquetaria,
disminucion de la mortalidad cardiovascular, etc. La relevancia clinica de estos
resultados exhortan a mejorar la practica clinica de caracter preventivo con la
intencidn de disminuir la mortalidad por enfermedades cardiovascular y el impacto

en la calidad de vida.

17. Conclusiones.

La mediana de concentraciéon de MPs en los diabéticos resultdé de 262 pg/mL,
mientras que la de los no diabéticos resulté ser de 340 pg/mL. Tomando en cuenta
el tiempo de evolucién de los pacientes diabéticos, con mas de 10 afos de la
enfermedad observamos una disminucién en la concentracion de MPs de 260 pg/mL
(p = <0.05) comparado con un tiempo de evolucién menor a 10 afios.

A pesar de que no se observa un cambio en la concentracion de las microparticulas
con las distintas dosis de metformina, se observa una disminucion significativa en
aquellos pacientes tratados con 5 mg/dia de glibenclamida de 164 pug/mL.

En el grupo de comparacion, no diabéticos; no se observa una disminucién
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significativa en la concentracion de proteina de MPs cuando se administran
estatinas respecto a la mediana, con dosis de 40 y 80 mg/dia. El 62.9 % de estos
pacientes presentaban la prescripcién de las estatinas por dislipidemia. Mientras
que el 37.1 % presento riesgo cardiovascular elevado.

En ambos grupos de estudio, el grupo con mayor frecuencia de enfermedad fue el
sexo masculino, en mas del 70 % de los casos.

Al realizar el subanalisis unicamente con 49 muestras (n = 22 y n = 27) por grupo
diabéticos y no diabéticos, respectivamente. Observamos un cambio en la
concentracion de MPs respecto al analisis inicial de 118 pg/mL en el grupo de
diabéticos unicamente. Ambos grupos de estudio mostraron la capacidad de
generar plasminaen el 77.3 % y 81.5 % de los casos en diabéticos y no diabéticos,
respectivamente. Asimismo, los no diabéticos obtuvieron mayor concentracion de
plasmina, con una diferencia del 68 %. La relevancia clinica refleja la capacidad
fibrinolitica que tienen las MPs en presencia de las estatinas, ya que contribuyen a
una mayor concentracion de proteina de MPs, favoreciendo aun mas la capacidad
de generar plasmina y reforzar el sistema de coagulacién para poder destruir los
depdsitos de fibrina ante un evento cardiovascular.

En el caso de los pacientes diabéticos el tiempo de evolucion de la enfermedad, no
modifica la capacidad de generar plasmina a pesar de que se observa una
modificacion en la concentracién de MPs, con una diferencia de -29 %, en aquellos
con un tiempo mayor a 10 afios. Sin embargo, se encuentra en menor concentracion
respecto a los no diabéticos, lo que se traduce en actividad fibrinolitica disminuida.
Estableciendo que los hipoglucemiantes orales a pesar del control metabdlico que

ofrecen no garantizan una proteccién cardiovascular a nivel molecular. Con lo que
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confirmamos nuestra hipétesis de trabajo.

18. Perspectivas.

Tomando en cuenta las interacciones mas amplias con las proteinas de la
hemostasia en el sistema fibrinolitico, es importante ampliar la investigacion sobre
la fibrindlisis que desencadenan las MPs en pacientes con enfermedad
cardiovascular establecida, para poder obtener analisis molecular con mayor
integridad, mejores métodos de diagndstico y nuevos blancos farmacologicos.
Asimismo, es una oportunidad para disminuir la tasa de mortalidad en estos
pacientes, teniendo una intervencion de caracter preventivo en aquellos que no
presentan enfermedad cardiovascular establecida, pero si presentan enfermedades

crénicas de tipo cardio-metabdlicas.



19. Anexos.

Hoja de consentimiento informado.

FECHA:

Yo

Declaro libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio bajo el titulo “Actividad
fibrinolitica de las microparticulas en pacientes con Sindrome Coronario Agudo y en tratamiento
con hipoglicemiantes orales”.

Mi participacion en este estudio consiste en donar una muestra de sangre venosa y arterial de
10mL, que se tomaran durante el estudio de angioplastia, por lo que, para mi, no representa un
riesgo agregado.

Los propositos del estudio son identificar la actividad profibrinoliticas (que se deshagan lo
coagulos) de unas particulas muy pequefias que estan presentes en mi sangre. Este estudio
favorecera el conocimiento de la actividad de estas microparticulas y permitira en un futuro poder
sefalar que conducta clinica debe seguirse ante su presencia cuando son profibrinoliticasy
beneficiar a otros pacientes con nuevos posibles tratamientos.

Puedo, si lo deseo, solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacion en el estudio, asi como los resultados de las pruebas efectuadas.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme del presente estudio en el momento que asi
lo desee. En caso de que decidiera no participar, la atencion que como paciente recibo en esta
Institucién no se vera afectada.

FIRMA DEL PACIENTE FIRMA DEL INVESTIGADOR

TESTIGO 1 (Nombre completo, firma y fecha)

TESTIGO 2 (Nombre completo, firma y fecha)
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Carta de revocacion del consentimiento.

Titulo del protocolo:

Investigador principal: Dra. Aurora De la Pena D. / Dra.Mirthala Flores Garcia
Sede donde se realizara el estudio: INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme e de este protocolo de investigacion
por las siguientes razones: (Este apartado es opcional y puede dejarse en blanco si asi lo desea
el paciente).

Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacién que se haya
recabado sobre él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha:

Testigo

Fecha

Testigo

Fecha

c.c.p El paciente.

(Se debera elaborar por duplicado quedando una copia en poder del paciente)
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