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MARCO TEORICO

INTRODUCCION

La cardiopatia isquémica hoy en dia se considera el azote de la humanidad, como lo
fueron durante la edad media, las enfermedades infecto contagiosas, que traian
mortalidad temprana y disminucién de la esperanza de vida poblacional. Se vive una
realidad muy diferente ya que los cambios en los sistemas de salud han modificado la
epidemiologia actual, gracias a la accesibilidad a los mismos y sobre todo, el estilo de
vida, entre los que destacan, el sedentarismo, el acceso a alimentos con déficit

nutricional, tabaquismo y el aumento de estrés laboral y social,.

La enfermedad cardiovascular es la primera causa de muerte, de acuerdo a lo
comunicado en algunos registros mundiales y en especial en nuestro pais, donde el
incremento de la obesidad, la diabetes mellitus y el sedentarismo, han traido consigo la
innovacion en el manejo de esta enfermedad en los Ultimos afios. De ahi que el
conocimiento de la fisio patogenia y tratamiento actual de la enfermedad sea de suma

importancia en la formacién médica y social.

En este trabajo pretendemos recordar aspectos importantes de la fisiologia de la
trombosis asi como la participacion crucial de las plaguetas y como hoy en dia la
terapia anti plaquetaria se encuentra como un pilar en el manejo de la enfermedad,
conocer las alteraciones genéticas, y la correlacion entre las diferentes estrategias para

poder medir el efecto del tratamiento y asi poder incidir en el manejo de la misma



LA PLAQUETA

La hemostasia es uno de los procesos de defensa del organismo y tiene como funcion
evitar la hemorragia; sin embargo su activacion en condiciones inapropiadas y de
manera desorganizada, como en el sistema venoso o arterial puede convertirse en un

proceso patoldgico.

De los elementos que forman la sangre, la plaqueta fue el Gltimo en ser descubierto. Se
considera al francés Alfed Donne (1801-1878) como el descubridor de las plaquetas,
aunque también se atribuye al médico inglés George Gulliver (1804-1882). No fue
hasta finales del siglo XIX cuando Giulio Bizzozero (1841-1901) aisl6 las plaquetas de

los trombos e identificé la hemostasia y la trombosis como procesos anélogos®

Las plaguetas son células enucleadas de 1 — 2 ym de tamano, generadas en la médula
0sea por fragmentacion de los bordes de los megacariocitos. La cantidad fisiolégica de
plaquetas es de 150-400 x 10°%L. Un adulto sano produce cada dia una media de

1x10" plaquetas. La expectativa de vida de las plaquetas es de 7 a 10 dias™.

En condiciones fisiolégicas, las plaguetas circulan en forma inactiva y expresan en su
superficie un numero relativamente pequefio de moléculas que, en estado activado, van
a facilitar su interaccién con otras plaquetas y otras células de su entorno. Ademas, las
plaguetas contienen diferentes tipos de granulos (fundamentalmente granulos densos,
granulos a y lisosomas) desde los que, al ser activadas, liberan diferentes factores
almacenados en ellos, que a su vez estimulan mas la actividad de la propia plaqueta.
Estos factores tienen también efectos bioldgicos sobre otras ceélulas del entorno
plagquetario. Un estudio protedmico ha descrito que las plaguetas activadas por
trombina liberan mas de 300 proteinas diferentes, muchas de ellas relacionadas con
reacciones inflamatorias®. La liberacién de los granulos densos en las plaquetas ocurre
por exocitosis, y desde ellos se liberan difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de
adenosina (ATP), fosfato inorganico, polifosfatos, serotonina y calcio, entre otros.?
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La liberacién de ADP es esencial como cofactor de la agregacién plaquetaria y actda
mediante su interaccion con receptores especificos localizados en la superficie
plaquetaria. Se conocen dos receptores para el ADP en la plagueta, uno acoplado a la
proteina Gq (el P2Y;) y otro acoplado a Gi (el P2Y1,), que es esencial para la
hemostasia primaria®,*. Ambos receptores acttian de modo sinérgico en la activacién de
las plaquetas. El P2Y; probablemente sea el que origina la activacion inicial reversible,
mientras que el P2Y;, es necesario para la activacion prolongada y la agregacion
plaquetaria. EI ADP y el ATP no sélo pueden actuar como coactivadores plaguetarios,

sino también influir en el tono vascular.

Activacion Plaquetaria

El mecanismo de formacion del trombo plaquetario puede dividirse en cuatro etapas:

1. Frenado de las plaquetas circulantes sobre la pared vascular contra la
corriente del flujo sanguineo que las empuja.

2. Activacion y adhesion firme de la plaqueta a la pared del vaso.

3. Union de més plaquetas a las ya adheridas (fase de crecimiento del trombo).

4. Estabilizaciéon del trombo, la Gltima fase.

En cada fase actla una serie de mecanismos no completamente conocidos. La GPlba
actia en la fase inicial de frenado de las plaquetas sobre la pared vascular. La GPlba
se expresa de forma constitutiva en la superficie de la plagueta e inicia el proceso de
adhesién plaquetaria uniéndose al colageno y al factor von Willebrand (FVW)>. El FvW
estara embebido en las fibras de colageno, particularmente del colageno de tipos |, lll 'y
VI. En los vasos con alto estrés como las arterias, el FVW es esencial para reducir el
flujo rapido de las plaquetas mediante la interaccién del dominio A1 del FvW con GPlba.
Sin embargo, la GPlba es también el receptor mas conocido de la proteina Mac-1,
localizada en la superficie de los leucocitos activados. Mediante la interaccion entre
GPIba y Mac-1 ocurre la union entre plaqueta y leucocito, importante en la respuesta

inflamatoria mediada por las plaquetas. (Figura 1)
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Figura 1. Principales agonistas y proteinas de adhesién que en la plagueta participan en el proceso de activacion
plaquetaria. ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; FVYW: factor de von Willebrand; GP:
glucoproteina; TxA2: tromboxano A2.

La interaccion transitoria entre el FYW y la GPlba permite el “rodar’de las plaquetas en
la zona dafiada del vaso. Como resultado, las proteinas contenidas en la pared
vascular, fundamentalmente el colageno, inducirdn la activacion de las plaquetas y su
adhesion firme a la pared, de tal manera que el colageno y el FvW forman una especie
de unidad funcional para la formacion inicial del trombo, en el que el FvW contribuye a
la captura inicial de las plaquetas en la superficie del vaso y el coldgeno permite que se
establezca una uniébn mas estable con las plaquetas. En el proceso de interaccién entre
plagueta y colageno participan dos receptores plaquetarios, la GPVI y la integrina
a2p1°.

La activacion de las plaguetas mediada por GPVI permite una firme adhesion y la
secrecion de las sustancias procoagulantes y proinflamatorias contenidas en ellas, lo
gue hace gue el trombo crezca y se consolide su formacién. Ademas, a la union de las
plaguetas al colageno sigue la expresion de fosfatidilserina sobre la membrana

plaquetaria. La fosfatidilserina proporciona actividad protrombinasa, que aumenta la
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formacién de trombina. Las plaquetas adheridas permaneceran vivas durante horas o
dias en el sitio de la lesion vascular y liberardn microvesiculas con actividad

proinflamatoria y protrombatica.

Después de la deposicion de las plaguetas sobre el FVW y el colageno, se requiere el
reclutamiento de nuevas plaquetas desde la circulacion, en un proceso conocido como
agregacion plaquetaria. Esto es posible por la acumulacion local de agonistas de la
activacion de las plaguetas debida a su secrecion desde las que ya se encuentran
adheridas a la pared del vaso. Entre estos agonistas se incluyen el ADP, el TxA,, la
epinefrina y la trombina. La etapa final es la activacion de los receptores allbB3, que
posibilitan la union del fibrinbgeno y también del FYW, lo que permite el establecimiento
de puentes estables entre las plaquetas. En el proceso de estabilizacion participan

también otras moléculas, como el ligando de CD40 (CD40L).

El CD40L es una GP almacenada en los granulos plaquetarios que, tras la
desgranulacion plaquetaria, pasa a expresarse en la superficie de la plaqueta. Desde
alli puede liberarse al plasma mediante la actividad de la metaloproteasa-2. Tanto el
CD40L unido a la plaqueta como el CD40L soluble, interaccionan con el CDA40,
expresado en los linfocitos B, los neutrofilos, los monocitos, otras plaquetas, las células
endoteliales, las células dendriticas, los fibroblastos y las células de musculo liso
vascular, entre otras. No se conoce bien el papel de esta interaccion CD40L-CD40,
pero si se sabe que la interaccion del CD40L de la plaqueta con el CD40 de las células
endoteliales estimula la expresion y la liberacion de moléculas asociadas al proceso
inflamatorio’. Ademas, la interaccién del CD40L expresado en las plaquetas con las
células endoteliales de origen coronario reduce la capacidad de estas de liberar 6xido

nitrico (NO) y aumenta el estrés oxidativo®.
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Tromboxano A2 (TxA2), amplificador de la activacién plaquetaria

Después de la activacion inicial de las plaquetas, diferentes mecanismos cooperan para
que esta activacion se transmita al mayor nimero de plaquetas, y se produce lo que se
conoce como fenomeno de reclutamiento plaquetario. Uno de estos factores
cooperadores principales es el TxA;, que se sintetiza en la propia plaqueta como

consecuencia de la liberacién de acido araquidénico por la accion de la fosfolipasa A.°.

El acido araquidénico es el sustrato de la ciclooxigenasa-1 (COX-1). La COX-1
producira endoperoéxidos ciclicos de las prostaglandinas, PGG, y PGH, como productos
iniciales, que se trasformaran en TxA; por la actividad de la TxA, sintasa. El TxA,,

ademas de activar mas plaquetas, contraerd las células del musculo liso vascular.

Es conocido que la inhibicion de la COX-1 plaquetaria es el mecanismo principal de
accion antiplaquetaria del acido acetilsalicilico. El acido acetilsalicilico acetila de forma
irreversible la molécula de hidréxido (OH) de la serina en posiciéon 529 de la COX-1, con
lo que se inhibe la actividad de esta enzima. El resultado de que se reponga la actividad
de COX-1 en las plaquetas depende de la produccién de mas plaquetas debido al
caracter anucleado de estas, lo que las hace incapaces de generar nueva COX-1. Se
calcula que cada dia se generan aproximadamente un 10% del total de las plaquetas
circulantes y que casi el 30% de ellas tendran activa la COX-1 y una produccién normal

de TxA, en las 48h tras la Gltima dosis de acido acetilsalicilico®.

Probablemente, desde el punto de vista del tratamiento antiplaquetario, la inhibicién de
los receptores de TxA2 o la actividad de la TxA; sintasa en la plaqueta tengan
inicialmente una ventaja mayor que la actividad COX-1, ya que el acido acetilsalicilico
también inhibe la COX-1 endotelial que, a diferencia de la plaquetaria, libera
prostaciclina, un inhibidor de la activacion. Se han hecho esfuerzos para desarrollar
inhibidores especificos de la TxA, sintasa; sin embargo, los resultados experimentales
obtenidos han demostrado una eficiencia muy limitada en comparaciéon con el acido

acetilsalicilico, lo que posiblemente ocurre porque al inhibirse la TxA, sintasa se

14



produce una acumulacion de prostaciclinas G, y H,, ambas agonistas también de los
receptores de TXA; en las plaquetas.

El ADP contribuye también a la propagacion de la activacion de las plaquetas. Ya
hemos sefialado que el ADP se libera desde los granulos densos de las plaquetas, pero
también por las células endoteliales y por los eritrocitos.

El ADP, mediante su union a los receptores P2Y12, inhibe la adenilato ciclasa y reduce
la formacién de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) en la plagueta, lo que facilita su
activacion. EI ADP, por su union a los receptores P2Y1, produce la activacion de la
fosfolipasa C. Estos dos receptores estan acoplados a proteinas Gq y Gi
respectivamente, lo que tiene gran importancia en el efecto del ADP en las plaquetas.
Por ejemplo, el receptor Gq es el responsable del cambio de forma de la plaqueta
inducido por ADP dependiente del reordenamiento de los filamentos de actina en la

plaqueta acoplados a la activacién de los receptores P2Y1*

PGI, NO

Antiagregacion Antiagregacion

Figura 2. Activacién de la formacion de AMPc y GMPc en la plagueta por prostaciclina (PGI2) y éxido nitrico (NO),
respectivamente. El AMPc estimula la proteincinasa A (PKA) y el GMPc, la proteincinasa G (PKG). A través de
ambas vias de sefializacion se producira la inhibicion de la activacion plaquetaria. La fosfodiesterasa degrada tanto el
AMPc como el GMPc en el AMP y el GMP respectivamente. En las plaquetas hay tres isoformas de fosfodiesterasas
(PDE): la PDE-3, que actua fundamentalmente sobre el AMPc; la PDE-5, que actlia fundamentalmente sobre el
GMPc, y la PDE-2, que actla sobre el GMPc y el AMPc. AC: adenilatociclasa; AMPc: monofosfato de adenosina
ciclico; GCs: guanilatociclasa soluble; GMPc: monofosfato de guanosina ciclico.
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El TXA2 también usa como mecanismo de inhibicion de la activacion plaquetaria la
reduccion en la formacion de AMPc. Sin embargo, el receptor plaquetario del TXxA2 no
esta directamente acoplado a la proteina Gi, lo que hace que el TxA2 requiera la

liberacién de ADP para inhibir la actividad de adenilato ciclasa®?.

Implicacién de la glucoproteina IIb/Illa en la activacién de las plaquetas

La mayoria de las GPIlb/llla se encuentran en la superficie plaquetaria y sélo una
pequefia parte se almacena en los granulos a y en el sistema canalicular. En las
plaguetas circulantes, la GPIlIb/llla se encuentra en estado de baja afinidad, que se

transforma en alta afinidad después de la activacion de estas células.

La GPIIb/llla interviene en la adhesion a la pared vascular y también en la interaccion
entre varias plaguetas, fendmeno conocido como agregacién plaguetaria, mediante la
interaccién de dos GPIIb/ llla localizadas en plaquetas diferentes que se uniran entre si
a través del fibrindgeno.. Aunque el fibrindbgeno es el ligando principal de la GPIIb/llla,
otras moléculas como el FVW, la fibronectina y la vitronectina se unen también a la
GPIlIb/lllazs.

Receptores de la trombina

La trombina es el agonista plaguetario mas potente que también facilita la produccion
de fibrina desde el fibrinbgeno. Los receptores activados por la proteasa (PAR) son
receptores de la trombina. EI mecanismo de activacion de los PAR y las sefiales que
estimula son complejos. La trombina es una enzima, por lo que puede activar mas de
una molécula del receptor. Al unirse la trombina al receptor, ocurre una liberacién
proteolitica en la molécula del receptor, lo que produce la activacion de cuatro tipos

diferentes de proteinas G que estimulan sefiales diferentes en la célula™.
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Mecanismos endégenos de inhibicién de las plaquetas

Existen diferentes mecanismos enddégenos que pueden contrarrestar el efecto de los
agonistas que inducen la activacion de las plaquetas. El 6xido nitrico (NO) producido
por la propia plaqueta interviene en el proceso de inhibicion de la agregacion
plaguetaria y en la reduccion del reclutamiento de nuevas plaquetas al trombo
formado™. En este sentido, las plaquetas de pacientes con angina inestable o infarto de
miocardio producen menos NO que las plaquetas de los pacientes con angina estable,
ademés de mostrar menos sensibilidad al NO®. Ademas, el ambiente prooxidante que
se produce durante la fase aguda del sindrome coronario favorece una reduccién en la
biodisponibilidad del NO que generan otras células del entorno plaquetario, lo que

reduce su efecto inhibidor sobre las plaquetas®’.

Son muchos los mecanismos por los que el NO puede inhibir a las plaquetas. El
segundo mensajero principal de las acciones del NO es el GMP ciclico (GMPc). El
GMPc previene la activacion de las plaguetas a través de al menos tres mecanismos: a)
aumenta indirectamente la concentracion de AMPc por inhibicion de la fosfodiesterasa 3
(PDE-3); el aumento de AMPc actua sinérgicamente con el de GMPc para inhibir la
agregacion plaquetaria; b) el GMPc inhibe la activacién de la fosfatidilinositol-3 cinasa
(PI3K) que produce la activacion de la GPIlb/ llla'® y c) el GMPc produce la
fosforilacion del receptor del TxA2 e inhibe su funcion.Ademas, e independientemente
de la produccion de GMPc, el NO inhibe la exocitosis de los granulos densos, los
lisosomas y los granulos plaquetarios'®Se sabe que las plaquetas no activas generan
cantidades de NO significativamente menores que las plaguetas activadas. En este
punto hay que sefalar que es muy probable que el NO liberado por la propia plaqueta
no sea el principal NO que contribuya a la regulacion de la actividad de estas células.
Tanto el endotelio como los leucocitos circulantes, células que forman parte importante
en el trombo plaquetario, también generan NO. Incluso los farmacos antiplaquetarios
utilizan el NO de estas otras células para inhibir las plaquetas®®#*

La prostaciclina es otra de las moléculas endégenas que tiene una implicacion directa
en la regulacion de la actividad plaquetaria. El producto principal derivado del acido

araquidonico en las células endoteliales es la prostaciclina producida a través del
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sistema de la COX y la prostaciclina sintasa. Aunque la prostaciclina tiene un efecto
vasodilatador, parece que su funcion fisiolégica principal es reducir la activacion y la
agregacion de las plaquetas manteniéndolas en un estado no activo. En la pared
vascular, la produccion mayor de prostaciclina ocurre en la superficie de la intima y

disminuye segun se avanza hacia la adventicia.

En la plaqueta, la activacion del receptor de prostaciclina produce la estimulacion de la
adenilato ciclasa plaquetaria aumentando la concentracion de AMPc en la plaqueta. El
aumento de AMPc permite la fosforilacion de la fosfoproteina estimulada por
vasodilatador (VASP) y la inhibicion de la movilizacion de calcio y la desgranulacion
plaguetaria. La fosforilacion de VASP se ha correlacionado con la inhibicion de la
GPIIb/Illa®* En este sentido, las plaquetas deficientes en VASP tienen una mayor unién

del fibrinégeno a la GPIIb/llla®.

Hiperactividad plaquetaria y marcadores plaquetarios de actividad

No todos los pacientes tienen un estado trombético “basal” similar. Por ejemplo, los
pacientes obesos, con sindrome metabdlico o diabéticos, se caracterizan por tener un
estado protrombético que puede estar motivado por un aumento en la generaciéon de
trombina, una reduccién de la fibrinolisis o hiperactividad plaquetaria. Se cree que este
aumento de la reactividad plaquetaria basal aumenta el riesgo de aterotrombosis. Entre
las alteraciones asociadas a la hiperactividad plaquetaria observada en este tipo de
pacientes, se incluye mayor sensibilidad a los agonistas que inducen adhesividad y

activacion plaquetaria y resistencia a la respuesta antiagregante al NO?*?°.

Se ha considerado el tamafio del volumen plaquetario como un predictor independiente
del evento vascular®®. Sin embargo, no se conocen bien los mecanismos que favorecen
la presencia de plaquetas mas grandes. Algunos investigadores han apuntado que la
existencia de un numero elevado de plaquetas de mayor tamafio refleja la existencia de

plaguetas reticuladas. Las plaquetas reticuladas son plaguetas jovenes, con mayor
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contenido de ARN mensajero, mayor numero de granulos densos y un potencial
proagregante y procoagulante aumentado?’.

Como ya se ha referido, la plaqueta no es la Unica célula involucrada en el proceso
trombaotico. Tanto las células endoteliales como los leucocitos y los eritrocitos participan
en el proceso de formacion del trombo. Otras estructuras que contienen diverso
material celular proveniente de estas mismas células parecen tener una importante
implicacion en el proceso de la activacion de la plaqueta. En particular, nos referimos a
las micro particulas, fragmentos de 0,1-1um, cuya envoltura es una porcién de la propia
membrana plasmética celular. Las microparticulas derivadas de las plaquetas
constituyen el 70-90% de las microparticulas circulantes y el aumento de su numero se

ha correlacionado con mayor riesgo de trombosis arterial®®.
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ESTRUCTURA Y FUNCION DE ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS

Dentro el arsenal de farmacos disponibles hoy en dia para el manejo de la cardiopatia
isquémica. Se encuentra un gran numero con diferentes sitios de accion y de potencia
al inhibir la agregacion.
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Figura 3. Estructura quimica de los distintos antiagregantes plaquetarios.
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Figura 4. Principales vias de activacién y agregacion plaguetarias y las consiguientes dianas antiplaquetarias. AA:

acido araquidénico; AC: adenilato ciclasa; ADP: adenosindifosfato; AMP: adenosinmonofosfato; ATP:
adenosintrifosfato; COX: ciclooxigenasa; DAG: diacilglicerol; FvW: factor de von Willebrand; GMP: guanidil

monofosfato; IP3: 1,4,5-trifosfato; PAR: receptor activado por proteasas; PDE: fosfodiesterasas; PG: prostaglandina;
PI3K: fosfatidil-inositol trifosfato; PIP2: fosfoinositol 2; PKA: proteincinasa A; PLA: fosfolipasa A2; PLC: fosfolipasa C;

TP: receptor del tromboxano; TXA2: tromboxano A2.
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INHIBIDORES DE LA CICLOOXIGENASA. ACIDO ACETILSALICILICO

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE), incluido el acido acetilsalicilico (AAS), son
inhibidores de la enzima ciclooxigenasa 1 (COX-1) y, por lo tanto, inhiben la sintesis del
tromboxano A2 (TXA2). Sin embargo, mientras que el AAS consigue una inactivacion
por acetilacion casi completa (= 97%) y persistente (= 24h) de la COX plaquetaria
(isoforma COX-1), los demas AINE actian como inhibidores reversibles de esta enzima.
El AAS inhibe la COX al unirse al residuo de arginina-120 (el mismo punto de union de
los AINE) y acetilar una serina clave para la accion catalitica de la enzima (serina 529
para la COX-1 plaquetaria y serina 516 para la COX-2 endotelial) reduciendo la sintesis
plaguetaria de TXA2. Otro efecto del AAS en las plaquetas es que disminuye la
secrecion de granulos densos implicada en la liberacion de sustancias proagregantes y
vasoactivas durante la activacion plaquetaria. Ademas, un metabolito de la aspirina, el
acido salicilico, tiene cierto efecto fibrinolitico debido a su interaccion con los neutrofilos
y monocitos con liberacion de enzimas proteoliticas (catepsina G y elastasa). El AAS,
ademas, tiene diversos efectos no plaguetarios, como inhibicién de las prostaglandinas,
inhibicién de la sintesis de interleucina (IL) 6 en los leucocitos y reduccion de la
actividad de los inhibidores de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS). Todo ello, se
cree, contribuye a explicar por qué sus efectos beneficiosos son mayores de lo que
cabria esperar de la simple inhibicion plaguetaria dependiente de un agonista
relativamente débil como es el TXA2.

El AAS bloquea también la agregacion secundaria inducida por la trombina, colageno o
ADP, debido a que inhibe la produccién plaguetaria de diacilglicerol, aunque este efecto
es menos duradero que la accion sobre la COX y es apreciable a dosis muy altas de
AAS (> 650mg/dia).

A pesar de que inicialmente es recomendable una dosis de AAS de 160 mg para
bloquear completamente la COX-1 plaquetaria, cantidades menores son capaces de
inhibir en casi su totalidad la sintesis de TXA2. Por ello, la dosis de mantenimiento
puede reducirse a 81-100mg/dia de por vida.*

En cuanto al papel de la aspirina en la prevencion primaria y secundaria, un reciente

metaanalisis concluyé que, mientras su administracion a dosis de 100-150mg/dia si
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previene la presentacion de enfermedades isquémicas (cardiovasculares,
cerebrovasculares y arteriales periféricas) en pacientes de alto riesgo (prevencion
secundaria)®’; no ocurre lo mismo en prevencién primaria. De hecho, el beneficio del
AAS se anula por el riesgo de sufrir algun evento adverso importante por el farmaco,
entre los cuales figuran las hemorragias. Asi, en prevencién primaria, mientras el riesgo
del primer infarto se reduce en un 18%, el riesgo de hemorragias extracraneales

aumenta en un 54%.

Por el contrario, en prevencién secundaria, el AAS se ha convertido en el
antiplaquetario de referencia tras la aparicion de un evento agudo y su administracién
debe continuarse indefinidamente, salvo que esté contraindicado por alergia,
complicaciones gastrointestinales o hemorragia®'. Pese a todo, la aspirina sélo reduce
los eventos clinicos en un 30% aproximadamente. Es mas, la aparicién cada vez mas
frecuente de la «resistencia a la aspirina» o el también llamado «fracaso en el
tratamiento con aspirina» obliga a profundizar en una mejor comprensiéon de sus
efectos, asi como a desarrollar nuevas alternativas terapéuticas. Los mecanismos
implicados en esta resistencia probablemente sean multifactoriales y podrian
clasificarse en factores derivados de fallo en la reduccién de la sintesis de TXA2 y
factores derivados de fallo en el tratamiento. La insuficiente supresion del TXA2 puede
derivar de un aumento en la renovacion de plaguetas (transfusiones, cirugia de
revascularizaciéon coronaria), de una mayor sintesis de TXA2 de fuentes no plaquetarias
(células endoteliales, monocitos/macréfagos), de la presencia de interacciones
farmacoldgicas con otros AINE*?, asi como la presencia de polimorfismos genéticos
(COX, TXAZ2 sintasa). Por otro lado, la activacion plaquetaria por vias alternativas a
COX-1, la reduccion en la absorcion, el incremento del metabolismo y la escasa

adherencia al tratamiento, pueden contribuir a explicar el posible fallo del tratamiento.
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ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR DEL ADP. CLOPIDOGREL

Multiples evidencias experimentales indican que, de todos los agonistas liberados tras
la activacion plaquetaria, el ADP es uno de los mas importantes para reclutar plaguetas
y propagar el trombo arterial®®. Las plaquetas presentan en su superficie tres receptores
para el ADP, P2Y1, P2Y12 y P2X, cada uno de los cuales induce distintas vias de
sefalizacion plaquetaria y distintas funciones en la agregacion plaquetaria, pero el
P2Y12 es la causa Ultima de la agregacién plaquetaria persistente. Por todo ello,
durante los ultimos afios los esfuerzos se han centrado en la investigacion y desarrollo
de farmacos capaces de bloquear este receptor plaquetario’®. De hecho, nuevos
farmacos estan en fase de desarrollo y varios han llegado ya a uso clinico. Entre ellos

estan los nuevos inhibidores de los receptores P2Y12: prasugrel, ticagrelor, cangrelor.

El clopidogrel es un agente antiplaquetario derivado de las tienopiridinas que
antagonizan la agregacion plaquetaria inducida por el ADP, y es una eficaz alternativa
al AAS en caso de contraindicaciones (alergias, hemorragias). Es un profarmaco y por
ello es necesaria la metabolizacion por el higado para convertirse en farmacos activos
con propiedades antiplaquetarias. EI metabolito activo se une de manera covalente al
residuo cisteina de uno de los receptores del ADP (P2Y12), lo que conduce a una
modificacion irreversible del receptor durante toda la vida de la plaqueta. En el caso del
clopidogrel, también se ha demostrado que reduce la formacion de conjugados
plagueta-leucocitos en pacientes con SCA** y la expresion de marcadores
inflamatorios en plaquetas activadas como el CD40 ligando y la P-selectina en

pacientes sometidos a intervencionismo coronario percutaneo (ICP)%.

El estudio CAPRIE fue el estudio de referencia que confirmé la eficacia antiplaquetaria
del clopidogrel con respecto a la aspirina. Este estudio demostrd que, en pacientes con
historia de infarto de miocardio, infarto cerebral o enfermedad arterial periférica, el
clopidogrel reducia la recurrencia de eventos isquémicos en un 8,7% respecto al AAS®’.
Es mas, pasadas 2h tras una administracion de carga de 600mg, se observaba una
reduccion significativa de la agregaciéon plaguetaria, que era maxima a las 6h (40-60%

de reduccién). En casos de urgencia, sin embargo, ese tiempo necesario para alcanzar
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una inhibicion plaquetaria 6ptima puede aumentar el riesgo de trombosis aguda. Se
plante6é la hipotesis de que unas dosis de carga mayores (900mg) acelerarian la
actividad antitrombadtica del farmaco y se solventaria esa limitacién. Sin embargo, se
demostré que las dosis de carga de 900mg no se asociaban a mayor velocidad de

actuacion del farmaco, pero si a mayor tendencia a hemorragias.

Otra importante limitacion del clopidogrel es la gran variabilidad interindividual
detectada en cuanto a su capacidad antiagregante, la llamada “resistencia al

clopidogrel”®

. Incluso se ha identificado un nimero no despreciable de pacientes que
son “no respondedores” al clopidogrel, que presentan un incremento en la incidencia de
trombosis subaguda tras la implantacién de un Stent. El concepto de “variabilidad de
respuesta al clopidogrel” ha derivado en la preocupacion de que algunos pacientes
pueden no estar adecuadamente protegidos de la activacion y la agregacion
plaguetarias y, por lo tanto, estarian expuestos a mayor riesgo de sufrir un evento
trombético®. Hay una heterogeneidad considerable en la actividad de las isoenzimas
del citocromo hepatico P450 en las poblaciones humanas, y se ha hecho evidente que
una minoria considerable de personas (hasta un 14% en algunas series) tiene
polimorfismos en CYP2C19 y en CYP3A4, que causan un deterioro del metabolismo del
clopidogrel. Ademas, la absorcion del clopidogrel esta regulada por la glucoproteina-P,
una proteina dependiente de energia (ATP) que actia como una bomba extrusora de
farmacos a través de las membranas y se localiza, entre otros tejidos, en las células
epiteliales del intestino. Por ello, un aumento en su expresién o su funciéon puede
derivar en variaciones en la biodisponibilidad de estos farmacos. Todo ello se traduce
en niveles bajos de inhibicion de las plaquetas en ciertos individuos (los llamados “no
respondedores”) y resulta en un aumento al triple en el riesgo de eventos adversos
cardiovasculares mayores. Sin embargo, los factores que determinan la funcion
plaquetaria y la respuesta al clopidogrel son mas complejos que la respuesta debida a
un sélo polimorfismo, sobre todo en el paciente individual, y si bien muchos centros
realizan habitualmente pruebas genéticas para identificar a estos potenciales “no
respondedores”, este enfoque personalizado no se ha traducido en mejores resultados

hasta la fecha, aunque quedan estudios en curso.
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Otra limitacibn asociada al uso de clopidrogrel, especialmente en pacientes que
requieren intervenciones quirdrgicas urgentes, radica en su capacidad de inhibir de
manera irreversible el receptor P2Y12 al formar un puente disulfuro con este receptor, y
para revertir sus efectos antiplaquetarios es necesaria la transfusion de plaquetas. Por
ello, se recomienda suspender su tratamiento al menos 5 dias antes de someterlo a

cirugia, tiempo necesario para la suficiente renovacion plaquetaria.

Metabolismo del clopidogrel

El clopidogrel es un antiagregante plaquetario que se une irreversiblemente al receptor
P2Y12 de las plaquetas, con lo que inhibe la agregacion dependiente de ADP. Esta
tienopiridina es un profarmaco, que requiere dos procesos oxidativos catalizados por
isoenzimas del citocromo P450 (CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19 y CYP3A4).***" En una
primera etapa se produce un metabolito intermedio: el 2-oxo-clopidogrel, que a través
de un segundo paso metabdlico produce cuatro metabolitos isoméricos. Sélo el clopi-H4
es el que tiene accion antiplaquetaria in vivo.** Las causas de la resistencia al
clopidogrel se dividen en factores dependientes de la funcién plaquetaria, la
biodisponibilidad del farmaco, los polimorfismos del citocromo P450 y del receptor
P2Y12,* asi como factores extraplaquetarios que afectan la reactividad plaquetaria. De
acuerdo a los polimorfismos del citocromo P450 que determinan la conversion del
clopidogrel al metabolito activo, los individuos se clasifican en los siguientes grupos:
metabolizadores normales (MN: CYP2C19*1/*1) también Illamado Wild type,
metabolizadores rapidos (MR: CYP2C19*1/*17), metabolizadores intermedios (MI:
CYP2C19*1/*2), metabolizadores ultrarapidos (MUR: CYP19*17/*17), metabolizadores
intermedio/normal  (MI/N: CYP2C19*2/*17) y metabolizadores pobres (MP:
CYP2C19*2/*2).
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Figura 5. Metabolismo del clopidogrel

La absorcion intestinal del pro farmaco clopidogrel esta limitada por la cantidad del mismo y la llegada a bomba
intestinal de P-glicoproteina codificada por el gen ABCB1. La mayoria de la profarmaco se metaboliza a metabolitos
inactivos por las esterasas a nivel intestinal. La minoria se bioactiva por varias isoformas del citocromo P450 (CYP) a
nivel hepatico. Estos metabolitos irreversiblemente antagonizan la (ADP) receptor de adenosina difosfato (codificada
por el gen P2RY12), que a su vez inactiva el receptor de fibrindgeno (glicoproteina de la [GP] Ilb / Illa receptor
codificado por el gen ITGB3) que participa en la agregacion plaquetaria..
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Variabilidad de la respuesta al clopidogrel

Hay gran variabilidad interindividual en la respuesta de los pacientes al clopidogrel
cuando se analiza la funcién plaquetaria®* A los 30 dias del inicio del tratamiento
antiagregante plaquetario, un subgrupo de alrededor de un 20% de los pacientes
mostré un efecto inhibidor plaquetario pequefio o incluso nulo; en este subgrupo hubo
un aumento del riesgo de eventos aterotromboéticos*. La observaciéon de que los
pacientes con alta reactividad plaquetaria (ARP) a pesar de los antiagregantes
plaguetarios tienen mayor riesgo de eventos recurrentes ha sido corroborada en
muchos estudios posteriores y actualmente hay consenso respecto a los puntos de
corte para identificar a esos pacientes con cuatro pruebas de funcion plaquetaria
(agregometria de transmision Optica, grado de fosforilacién de fosfoproteina estimulada

por vasodilatadores, test de P2Y12 VerifyNow y el analizador Multiplate)*®,*-

Pruebas genéticas

Los mecanismos que conducen a la gran variabilidad interindividual en el efecto
antiagregante plaquetario del clopidogrel no se conocen por completo, pero se han
realizado avances en determinar las bases de la variabilidad. El clopidogrel debe ser
convertido al metabolito activo por la accion de mdltiples enzimas hepaticas del
citocromo P450, como CYP2C19, 3A4/5, 1A2, 2B6 y 2C91. La evidencia actual apunta
al CYP2C19 como la enzima mas importante involucrada en estos pasos de
bioactivacion. Los polimorfismos de nucle6tido Unico del gen CYP2C19, con pérdida
parcial o total de la funcion, estan relacionados con diferencias en la exposicion de los

pacientes al metabolito activo de clopidogrel*’

. Concretamente, el polimorfismo génico
*2 (el mas frecuente) esta relacionado con una disminucion de la funcion enzimética y
una reduccion de la efectividad del clopidogrel, al igual que ocurre con el polimorfismo
génico *3, menos frecuente. En un estudio6*® realizado en individuos sanos tratados
con una dosis de carga de clopidogrel, la concentracion maxima y el area bajo la curva
del metabolito activo fueron un 40 y un 46% inferiores, respectivamente, en los

portadores de CYP2C19*2. El alelo de pérdida de funcion no es un fendmeno
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infrecuente, puesto que aproximadamente de uno a dos tercios de la poblacion
caucésica y asidtica, respectivamente, son portadores de al menos un alelo de pérdida

de funcion.

En marzo de 2010, la Food and Drug Administration estadounidense introdujo la
siguiente advertencia en la etiqueta del clopidogrel: “Existen pruebas para identificar el
genotipo CYP2C19 de un paciente que se puede usar como ayuda para la
determinacion de las estrategias terapéuticas. Considere un tratamiento alternativo u
otras estrategias de tratamiento en los pacientes identificados como metabolizadores
lentos por CYP2C19”. Sin embargo, la American College of Cardiology Foundation y la
American Heart Association emitieron una alerta clinica sobre la manera de abordar
esta advertencia de la Food and Drug Administration. Dicha alerta proporciona a los
clinicos una guia matizada sobre como abordar esta advertencia de la etiqueta del
clopidogrel y se muestra reticente ante la determinacion sistematica del genotipo como
ayuda para el juicio clinico*, principalmente porque el tratamiento antiagregante
plaquetario guiado por el genotipo no se ha estudiado en un test clinico aleatorizado a

gran escala.

Trascendencia clinica

La cuestidn importante es determinar la relevancia de los polimorfismos genéticos del
CYP2C19 para la practica clinica diaria. Un metaanalisis de la asociacién entre los
alelos de pérdida de funcion del CYP2C19 y los eventos cardiovasculares adversos
mayores (MACE, por sus siglas en ingles) en pacientes tratados con clopidogrel y
predominantemente con ICP (nueve estudios, con un total de 9.685 pacientes) puso de
manifiesto que los pacientes portadores de 1 o 2 alelos de pérdida de funcion,
principalmente el polimorfismo génico *2, tenian un riesgo de MACE superior al de los
no portadores, con razon de riesgos (HR)=1,55 (p=0,01) y HR=1,76 (p=0,002),
respectivamente. Por otra parte, para la trombosis del stent en los portadores de 1 0 2
alelos de pérdida de funcién fueron HR=2,67 (p<0,0001) y HR=3,97 (p=0,01),

respectivamente™’.
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Sin embargo, los analisis post-hoc genéticos de los test PLATO, CURE y ACTIVE-A
®1 52 no se incluyeron en el metaanélisis realizado por Mega et al*®. Con una poblacién
en la que solamente un 64% de los pacientes fueron tratados con ICP, el estudio
PLATO solo mostré un efecto del alelo de pérdida de funcién del CYP2C19 en los
MACE a los 30 dias (HR=1,37; p=0,028). En los test ACTIVE-A y CURE no se

observaron correlaciones significativas.

Si los polimorfismos genéticos del CYP2C19 desempefian realmente un papel
importante en el efecto antiagregante plaquetario del clopidogrel, ¢por qué no se
observa este resultado en esos test clinicos importantes? En el estudio de Tello-

Montoliu et al*®

, Se examind a 40 pacientes con cardiopatia isquémica estables que
recibian un doble tratamiento antiagregante plaguetario para determinar el genotipo
CYP2C19 *2 y *17 y la reactividad plaquetaria durante el tratamiento, mediante
agregometria de transmision Optica y pruebas de fosfoproteina estimulada por
vasodilatadores. En la agregometria de transmision éptica no se observaron diferencias
significativas entre los individuos con el tipo natural (wild) y los polimérficos. En la
prueba de fosfoproteina estimulada por vasodilatadores, los pacientes portadores de *2
mostraron un aumento del indice de reactividad plaquetaria (el 72,3+11,9% frente al
56,1+18,8%; p=0,02), y los pacientes portadores de *17 presentaron una disminucion

del indice de reactividad plaquetaria (el 51,3£17,8% frente al 63,8+18,0%; p=0,048).

Hasta el momento, no se ha demostrado ninguna correlacién entre los polimorfismos
genéticos del CYP2C19 y los objetivos clinicos de valoracion en pacientes de bajo
riesgo. Solamente los test que incluyen a un numero elevado de pacientes de alto
riesgo, es decir, grupos de pacientes con IAM con elevacion del segmento ST
(IAMCEST) e ICP, muestran un aumento de la tasa de MACE en los portadores de
alelos de pérdida de funcion del CYP2C19. Asi pues, el efecto podria no haberse
apreciado en los test ACTIVE-A y CURE a causa de la poblacibn de riesgo
relativamente escasa y el bajo porcentaje de pacientes tratados con una ICP (18%). Los

resultados significativos del estudio PLATO a los 30 dias podrian deberse al aumento
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del riesgo de eventos relacionados con la intervencién en los primeros dias siguientes a
una ICP.

Riesgo hemorrdgico

En el otro extremo del espectro antiagregante plaquetario, en el que los polimorfismos
de *2 y *3 desempefian su papel de pérdida de funcion, los pacientes portadores de la
variante génica CYP2C19*17 presentan un aumento del metabolismo de clopidogrel en
comparacion con los no portadores. En estos pacientes el CYP2C19*17 actua como
alelo de ganancia de funcién, y ello podria comportar unas tasas de eventos
aterotromboticos inferiores, pero también un aumento del riesgo de hemorragia. En los
pacientes con IAMCEST, se observo relacion entre el estado de portador de *17 y la
reduccion de los MACE, pero en otros subgrupos de pacientes este efecto no esta claro
todavia®. Seran necesarios mas estudios para establecer si la determinacién del

genotipo *17 es util en la practica clinica diaria.
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ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO ALTERNATIVAS

En los pacientes con actividad residual plaquetaria alta se han buscado alternativas.
Tal es el caso de aumentar al doble la dosis de clopidogrel en esos pacientes, pero la
dosis doble no mostré efecto beneficioso en la poblacién de ICP de bajo riesgo del
estudio GRAVITAS®. Una alternativa seria el empleo de un farmaco antiagregante
plaquetario mas potente, como prasugrel o ticagrelor, que no se afectan por la genética
del CYP.

MEDICINA ANTIAGREGANTE PLAQUETARIA INDIVIDUALIZADA

Sabiendo que la respuesta antiagregante plaquetaria al prasugrel y al ticagrelor no se
ve influida por los polimorfismos del gen CYP2C19 y que estos farmacos han sido mas
eficaces que el clopidogrel en comparaciones directas, surge la pregunta de ¢ por qué
no prescribir uno de estos farmacos mas efectivos?. Se ha demostrado que las
pruebas de la funcién plaquetaria tienen un valor predictivo negativo muy elevado (>
93%), que hace que los pacientes con reactividad plaquetaria normal durante el
tratamiento con clopidogrel tengan un riesgo muy bajo de episodios aterotromboticos
recurrentes*’. La administracién de antiagregantes plaquetarios mas potentes a esos
pacientes de bajo riesgo no reduciria probablemente el riesgo trombatico, pero elevaria
el riesgo de hemorragias. Ademas, con la disponibilidad de clopidogrel genérico, y su
uso mas generalizado en comparaciéon con el uso de prasugrel o ticagrelor implicaria un

enorme aumento de los costes de medicacion.

El réegimen de tratamiento estandarizado para todos parece no tener lugar hoy en dia y
estd siendo reemplazado por el tratamiento antiagregante plaquetario individualizado,
basado en los factores de riesgo especificos de cada paciente para los eventos
aterotromboticos, como ARP, diabetes mellitus, SCA y estado de portador de
CYP2C19. La prescripcion de prasugrel o ticagrelor unicamente a los pacientes de alto

riesgo podria conducir a una nueva era de medicina individualizada
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DEFINICION DEL PROBLEMA

El clopidogrel actualmente es el segundo farmaco mas frecuentemente utilizado en la
cardiopatia isquémica en el mundo y en México por su efecto inhibitorio en la actividad

plaquetaria.

La resistencia al clopidogrel es considerada multifactorial con implicaciones en la

presentacion de complicaciones y eventos adversos.
El conocimiento de las alteraciones en el metabolismo por polimorfismos, esta bien

definido, pero es importante conocer dicha presentacion y la relacion de esta con

medicion de la actividad plaquetaria residual, que existe en nuestra poblacion.
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JUSTIFICACION

El proposito de este trabajo es conocer la prevalencia de los polimorfismos del
citocromo P450 CYP2C19 que podrian condicionar la respuesta variable al clopidogrel

en una poblacion de pacientes mexicanos con cardiopatia isquémica.

También se desea conocer la asociacién con la reactividad plaquetaria residual y los

polimorfismos favorables y desfavorables para el metabolismo del clopidogrel
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudl es la asociacion entre los polimorfismo favorables y desfavorables para el
metabolismo del clopiodogrel del CYP2C19, con la medicién de la reactividad

plaquetaria residual, en la poblacién mexicana?
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HIPOTESIS

H1: Los polimorfismos favorables para el metabolismo del clopidogrel, definidos como el
CYP2C19 *1/*1, CYP2C19 *1/*17, CYP2C19 *17/*17 presentan menor actividad
residual plaquetaria que el grupo considerado como polimorfismos desfavorables, que
corresponden CYP2C19 *1/*2, CYP2C19 *2/*17, CYP2C19 *2/*2, medido por

agregometria plaquetaria

HO: Los polimorfismos favorables para el metabolismo del clopidogrel, definidos como
el CYP2C19 *1/*1, CYP2C19 *1/*17, CYP2C19 *17/*17, presentan igual o mayor
actividad residual plaquetaria  que el grupo considerado como polimorfismos
desfavorables, que corresponden CYP2C19 *1/*2, CYP2C19 *2/*17, CYP2C19 *2/*2,

medido por agregometria plaquetaria.

36



OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer la relacion que existe entre los diferentes polimorfismos de CYP2C19 para el
metabolismo del clopidogrel y la reactividad plaquetaria residual, en pacientes del

Instituto Nacional de cardiologia Ignacio Chavez

Objetivos secundarios

1. Conocer la prevalencia de los polimorfismos de CYP2C19 en pacientes con

enfermedad cardiovascular del Instituto Nacional de Cardiologia Ignacio Chavez.
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MATERIAL Y METODOS

Diseiio del estudio

Estudio descriptivo transversal.

Descripcion de la poblacion de estudio

Poblacién objetivo

Pacientes con enfermedad cardiovascular que se encuentren en seguimiento en el
instituto nacional de cardiologia y se encuentren en tratamiento anti agregante

plaguetario con clopidogrel.

Poblacion elegible

Pacientes con cardiopatia isquémica o enfermedad vascular cerebral. Tras tres a doce
meses después de haber sufrido un sindrome coronario agudo o un episodio de
isquemia cerebral transitoria o infarto cerebral. Que se encuentren con un consumo de

clopidogrel de manera regular.
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Criterios de inclusion

. Sujetos de ambos géneros

. Mayores de 18 afios sin limite superior de edad

. Antecedente de enfermedad cardiovascular y vascular cerebral

. Tratamiento al momento de la toma con clopidogrel y la ingesta de este debe

ser continua por lo menos en el Ultimo mes.

. Firmar consentimiento informado

Criterios de exclusion

. No dar su conocimiento

. Pérdida de la viabilidad de la muestra
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METODOLOGIA

Se estudiaron 171 enfermos con indicacion de recibir tratamiento antiplaquetario: 160
con cardiopatia isquémica y 11 con enfermedad vascular cerebral. Los enfermos se
captaron de 3 a 12 meses después de haber sufrido un sindrome coronario agudo o un
episodio de isquemia cerebral transitoria o infarto cerebral. A cada enfermo se le aplico
un interrogatorio y se revisoé el expediente clinico para recabar los datos demograficos,
el diagndstico, los factores de riesgo cardiovascular y las enfermedad asociadas. Se les
tom6 una muestra de sangre venosa para la obtencién del DNA y determinar los
polimorfismos relacionados con la respuesta al clopidogrel.

Determinacion de los polimorfismos

En una primera etapa se separd el concentrado de leucocitos y se congelé hasta el
momento de separacion del DNA y el analisis de los polimorfismos. La extraccion del
ADN gendmico se realizé con QIAamp ® blood ADN, mini y maxi kit (QIAGEN Inc, CA,
EE.UU.), el DNA se eluyé en amortiguador TE para DNA (Teknova Inc Hollister, CA).
Las muestras de DNA se cuantificaron en el espectrofotometro NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, DE USA) y diluyeron en agua grado biologia
molecular. El genotipo de los alelos 2, 3y 17 de CYP2C19, se determiné por ensayos
de discriminacion alélica punto final con sondas TagMan (Applied Biosystems) y
TagMan GT Master Mix (Applied Biosystems) en un termociclador 7900 HT fast real
time PCR System (Applied Biosystems). En un estudio previo se conformé el genotipo
CYP2C19 por secuenciaciéon bidireccional, utilizando primer locus especifico. En este

estudio, hemos preparado una nueva dilucién y reanalizando un 30% las muestras.
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Pruebas de agregacion plaquetaria

De los 171 individuos estudiados, a 83 se les practicé agregometria plaquetaria con el
objeto de investigar la sensibilidad o resistencia al tratamiento con clopidogrel. Se
colectd sangre venosa y se depositaron 4.5 mL en tubos de polipropileno que contenian
citrato de sodio al 3.2% en una proporcidén 9:1. La agregometria plaquetaria se realizo
dentro de las primeras 2 horas por el método original de Born, en un Lumi-agregémetro
marca Chrono-Log de dos canales modelo Whole blood Lumi-aggregometer (Ca*")i, de
acuerdo a estandares aceptados por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) publicados en 2008.°° El plasma abundante en plaquetas (PAP) se obtuvo por
centrifugacion corta y lenta (140g) por 5 minutos y se ajustdé a una cuenta de 250,000
plaguetas/uL con plasma pobre en plaguetas autélogo (PPP) obtenido por
centrifugacion a 1000g por 15 minutos. Para calcular el porcentaje de agregacion
méaxima (PAM), se utilizo la agregacion maxima (AM) en unidades arbitrarias de una
mezcla de muestras obtenidas de al menos seis donadores sanos voluntarios que no
tomaron medicamento alguno. La agregacion se indujo con adenosin difosfato (ADP)
10uM de la marca Chrono-Phar, utilizado segun las indicaciones del fabricante. La
respuesta al clopidogrel se establecié de acuerdo a los valores de referencia de la
agregacion plaquetaria inducida por ADP 10uM (80-120%) en la poblacién sana sin
tratamiento antiagregante: se definié sensibilidad con PAM < 60.0% Yy resistencia con
PAM 2 60%.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las variables continuas se analizaron de acuerdo a su modelo de distribucién por
pruebas paramétricas (ANOVA) y no paramétricas (U de Mann Whitney) segun el caso.
La diferencia entre proporciones de variables categéricas por sexo y sensibilidad al
clopidogrel, se analiz6 por la prueba de Chi? de Pearson y cuando fue necesario, por la
prueba exacta de Fisher. Se consider6 una diferencia estadisticamente significativa

cuando se obtuvo una p < 0.05 (dos colas).
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RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion estudiada:

De los 171 enfermos estudiados, 160 tenian enfermedad arterial coronaria (93.6%) y 11
tenian enfermedad vascular cerebral (6.4%). Las caracteristicas demograficas aparecen
en la tabla 1. Como se puede observar, se reclutaron 147 hombres (85.9%) y 24
mujeres (14.1%), con una edad promedio de 55.3 afios (+ 11.9), y 56.1 afios (+ 13.2)

respectivamente.

Los diagnésticos fueron infarto agudo del miocardio con elevacion del segmento ST:
66.3%; infarto agudo del miocardio sin elevacién del segmento ST: 13.7 %,; angina
inestable: 8.1% y angina estable: 11.9%. Del total de enfermos con cardiopatia
isquémica, el 73.1% habia sido sometido a angioplastia coronaria transluminal
percutanea (ACTP) y 16.9% habian sido sometidos a cirugia de revascularizacion
coronaria. De los pacientes sometidos a angioplastia, el 88.9% tenian colocado por lo
menos una endoproétesis coronaria y al resto se les habia practicado una angioplastia
con balén. Entre los factores de riesgo coronario, se encontrd dislipidemia en el 65.5%,
hipertension arterial en el 62%, antecedentes de tabaquismo en el 57.3%, diabetes
mellitus tipo 2 en el 27.5% y obesidad en el 26.3%. De los enfermos con cardiopatia
isquémica (160), 62 (38.75%) se encontraban en tratamiento sélo con aspirina 100
mg/d y 96 (60%) con aspirina 100 mg/d y clopidogrel 75 mg/d en el momento del

estudio.
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TOTAL HOMBRES MUJERES P

Edad promedio 55.47 +12.08 55.36 + 11.93 56.16 + 13.24 0.763

Diabetes
mellitus

Dislipidemia 112/171 (65.5%) 94/147 (63.9%) 18124 (75.%) 0.359

47/171 (27.5 %) 41/147 (27.9 %) 6/24 (25.0 %) 1.0

EVC 11/171 (6.4 %) 9/147 (6.12 %) 2124 (8.3 %) 0.654

IAM clelev ST 106/160 (66.2%) 96/138 (69.5%) 10/22 (45.4%) 0.026"

Angina
Inestable

ACTP 117/160 (73.1%) 107/138 (77.5%) 10/22 (45.4%) 0.002

Bal6n 13/117 (11.1 %) 12/107 (11.2%) 1/10 (10.0 %) 1.0

13/160 (8.1%) 10/138 (7.2%) 3/22 (13.6%) 0.308

Tabla 1. Poblacién estudiada

Diferencia entre proporciones por prueba de Chi®. *Tabaquismo positivo considera fumadores activos y exfumadores.
“Prueba exacta de Fisher. “IAM con elevacion ST contra cualquier otro SICA
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Prevalencia de los polimorfismos del CYP2C19

Entre los 171 enfermos estudiados, el polimorfismo mas frecuente (62.6%) fue el
CYP2C19*1/*1 (MN). El segundo en frecuencia (19.9%) fue el polimorfismo CYP2C19
*1/*17 (MR). EI polimorfismo CYP2C19 *1/*2 (MI) correspondi6 al 12.3% y los menos
frecuentes fueron el CYP2C19 *2/*17 (MI/N) en el 2.3%, el CYP2C19 *2/*2 (MP) en el
2.3%. El mas raro fue el CYP2C19 *17/*17 (MUR), que se encontré en 0.6%. Tabla 2.

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas y frecuencia de los alelos del CYP2C19.

Los polimorfismos CYP 2C19 *1/*1, CYP2C19 *1/*17 y CYP 2C19 *17/*17, en los que
se esperaria una adecuada concentracion plasméatica de clopidogrel, comprenden el
83.1% de los enfermos estudiados. Por el contrario, los polimorfismos CYP2C19 *1/*2,
CYP2C19 *2/*17 y CYP 2C19 *2/*2, que corresponderian a las concentraciones bajas
del metabolito activo del clopidogrel, representan solo el 17% de los individuos

estudiados.

TOTAL HOMBRES MUJERES
POLIMORFISMOS
N=171 (100%) N=147 (86.0%) N=24 (14.0%)
Metabolizador normal (Wild Type)
107 (62.6%) 90 (61.2%) 17 (70.8%)
CYP2C19*1/*1
Metabolizador rapido
34 (19.9%) 30 (20.4%) 4 (16.7%)
CYP2C19*1/*17
Metabolizador intermedio
21(12.3%) 19 (12.9%) 2 (8.3%)
CYP2C19*1/*2
Metabolizador ultra-rapido
1 (0.6%) 1 (0.7%) 0
CYP2C19*17/*17
Metabolizador intermedio/normal
4 (2.3%) 3 (2.0%) 1 (4.2%)
CYP2C19*2/*17
Metabolizador pobre
4 (2.3%) 4 (2.7%) 0

CYP2C19*2/*2

Tabla 2. Prevalencia de los polimorfismos del CYP2C19 en la poblacién estudiada.

Diferencia entre proporciones por prueba Chi’de Pearson, todos contra MN.
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Alelo de CYP2C19 Frecuencia alélica Referencia del Efecto en el metabolismo de la

SNP enzima
*1 78.65 (n=269) No aplica Normal
*2 9.6 (n=33) rs4244285 Inactiva
*3 0 (n=0) rs4986893 Inactiva
*17 11.7 (n=40) rs12248560 Incrementada

Tabla 3. Caracteristicas y frecuencia de los alelos del citocromo P450 2C19.

Grupos de respuesta y resistencia al tratamiento antiplaquetario

La relacién entre los polimorfismos del CYP2C19 y la sensibilidad o la resistencia al
clopidogrel se analiz6 en los 83 enfermos que contaban con estudio de agregacion
plaguetaria. Tabla 4. Se encontraron 45 enfermos sensibles (54.2%) y 38 enfermos
resistentes (45.8%). Entre los enfermos MN (47) (wild type), el 53.2% fueron sensibles y
46.8% fueron resistentes al clopidogrel. Entre los MR (16), la mayoria 81.2% fueron
sensibles y so6lo 18.8% resistentes al clopidogrel. Entre los Ml (12), la mayoria (66.6%)
fueron resistentes al clopidogrel. El Unico paciente MUR, como era de esperarse,
resulté sensible al clopidogrel (PAM 38%). Entre los MI/N (3), también se encontro
66.6% de resistencia. De los cuatro enfermos MP, tres (75%) fueron resistentes al
clopidogrel. El cuarto enfermo tenia una agregacion plaquetaria de 6 decimales por
abajo del punto de corte que define resistencia o sensibilidad, lo que indica que no es

un individuo con evidente respuesta al clopidogrel.
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TOTAL SENSIBLES RESISTENTES
POLIMORFISMOS

N= 83 (100%) N= 45 (54.2%) N= 38 (45.8%)

Metabolizador rpido (MR)
CYP2C19*1/*17

16 (19.3%) 13/16 (81.2%) 3/16 (18.8%)

Metabolizador ultra-rapido
(MUR) 1(1.2%) 1 (100%) 0
CYP2C19*17/*17

Metabolizador pobre (MP)
CYP2C19*2/*2

4 (4.8%) 1/4 (25.09%)* 3/4 (75.0%)

Sensibles: PAM < 60.0%, Resistentes: PAM = 60.0.

Tabla 4. Distribucién de los polimorfismos del CYP2C19 en los enfermos con agregacion plaquetaria
inducida con ADP 10 [IMol.



Diferencias en la agregacion plaquetaria maxima de acuerdo al polimorfismo

La figura 1 muestra la distribucion del porcentaje por cuartiles de agregacion maxima
inducida por ADP de acuerdo al polimorfismo. Como se puede observar, entre los MN
(A), la PAM expresada en mediana y cuartiles (percentilas 25 y 75) fue de 56.5%
(27.3% — 72.1%). Entre los MR (B) se observo una PAM 49.1% (44.2% - 58.4%). El
anico paciente MU (no se muestra en la figura) tuvo 38.0% de PAM. El grupo de MI (C)
tuvo una PAM de 62.9% (52.8% - 74.9%). En contraste en el grupo de MP (D) la PAM
fue de 83.4% (64.4% - 90.2%), lo que indica un escaso efecto inhibitorio. En el grupo
MI/N (E) la PAM fue de 73.2% (43.1%- 84.9%). Se encontré diferencia significativa
(prueba U de Mann Whitney) entre los MN y los MP (p = 0.022), entre el MR y el Ml (p =
0.013) y entre el MR y MP (p = 0.007).
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Figura 6. Distribucion de PAM por grupos de polimorfismos del CYP2C19.
Agregacion conADP 10 ['M. Se muestran: mediana y cuartiles de acuerdo al genotipo.
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Analisis por grupos de polimorfismos favorables o desfavorables para el
metabolismo del clopidogrel

Entre los 83 enfermos que contaban con agregometria plaquetaria y polimorfismos,
integramos 2 grupos: Grupo A, que consideramos favorables para el metabolismo del
clopidogrel (CYP2C19 *1/*1, CYP2C19 *1/*17, CYP2C19 *17/*17) y Grupo B los que
consideramos tenian polimorfismos desfavorables para el metabolismo del clopidogrel
(CYP2C19 *1/*2, CYP2C19 *2/*17, CYP2C19 *2/*2). En el Grupo A se reunieron 64
enfermos (77.1%) lo que indica que la mayoria de la poblacién representada en este
estudio tiene un buen sustrato genético para la respuesta al clopidogrel. La mayoria de
ellos, 39 individuos que representan el 60.9% de este grupo, resultaron sensibles por
agregometria plaquetaria, y sélo el 39.1% mostraron resistencia. EI Grupo B quedd
integrado por 19 enfermos, lo que indica que el 22.9% de la poblacion estudiada tiene
polimorfismos desfavorable para el metabolismo del clopidogrel. La mayoria de los
individuos de este grupo (68.4%) resultaron resistentes y s6lo 31.6% mostraron
sensibilidad al clopidogrel.
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DISCUSION

En este trabajo encontramos que la prevalencia de los polimorfismo del citocromo
CYP2C19 en nuestro medio es similar a la reportada en otros grupos raciales. Por
ejemplo, entre los iranies la prevalencia del CYP2C19 *1/*1 es del 74%, CYP2C19 *1/*2
del 25% y del CYP2C19 *2/*2 del 0.6%." En los italianos la prevalencia del CYP2C19
*1/*1 es del 79.4%, CYP2C19 *1/*2 del 18.8%% y del CYP2C19 *2/*2 del 0.0%.°® Un
grupo colombiano reportdé una prevalencia de CYP2C19 *1/*1 del 83.5%, CYP2C19
*1/*2 del 15.3% y del CYP2C19 *2/*2 del 1%.° En la India se report6 una prevalencia
del CYP2C19 *1/*1 del 35%, CYP2C19 *1/*2 del 55% y del CYP2C19 *2/*2 del 10%.%°
Entre los rusos la prevalencia reportada del CYP2C19 *1/*1 es del 76.6%, CYP2C19
*1/*2 del 19% y del CYP2C19 *2/*2 del 1.7%.%

El polimorfismo més frecuente en nuestra poblacién estudiada es el CYP2C19 *1/*1 que
corresponde al metabolizador normal, seguido del CYP2C19 *1/*17 que corresponde al
metabolizador rapido y el CYP2C19 *1/*2 o metabolizador intermedio. Los primeros dos
polimorfismos estan asociados a una concentracion adecuada del metabolito activo del
clopidogrel y se encuentran presentes en el 82.5% de nuestra poblacion (tabla2). Ello
indica que la mayoria de los enfermos a los que se les administra clopidogrel en nuestro
medio tienen un sustrato genético adecuado para producir el metabolito activo del
farmaco. El polimorfismo CYP2C19 *2/*2, que corresponde al metabolizador pobre, sélo
lo encontramos en el 2.3% de los enfermos, lo que indica que es la minoria de la
poblacién que recibe clopidogrel, la que podrian tener concentraciones bajas del

metabolito activo.

La prevalencia de los polimorfismos relacionados con un pobre metabolismo del
clopidogrel (CYP2C19 *1/*2, CYP2C19 *2/*17 y CYP 2C19 *2/*2) fue mayor en el grupo
de enfermos resistentes que en el grupo de los sensibles (34.2% vs 13.3%), tabla 4.
Entre los 47 individuos con polimorfismos CYP2C19 *1/*1 (MN), encontramos 22

(46.8%) con agregacion plaquetaria > 60% (resistentes); ello indica que, a pesar de que
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pudieran tener una concentracion plasmatica adecuada del metabolito activo del
clopidogrel, no logran una inhibicién plaguetaria adecuada. Como podemos observar, la
presencia de estos polimorfismos no explica el total de los casos de resistencia y apoya

la idea de que existen otras causas.

Es de suponer que existen otros factores involucrados en la resistencia al clopidogrel en
nuestros pacientes; como la inflamacion, PCR, fibrindbgeno, tabaquismo, control
glucémico entre otros los cuales no fueron analizados en este estudio. Se ha descrito

un alto consumo y recambio plaquetario en diversos tipos de trombosis,**%

incluyendo
la aterosclerosis, debido a que las plaquetas jovenes muestran mayor actividad
hemostatica.®® También se ha encontrado hiperreactvividad plaquetaria en otras
entidades asociadas a infarto agudo del miocardio, como la ectasia coronaria, ®° asf
como asociada a tabaquismo, diabetes mellitus y eventos trombaéticos agudos venosos

como arteriales.®®

También se ha comunicado que la reactividad plaquetaria elevada durante el
tratamiento con clopidogrel es un predictor de muerte cardiovascular, recurrencia de
infarto y trombosis del stent.®” La resistencia al clopidogrel determinada mediante
agregometria plaquetaria, incrementa el riesgo de muerte combinada (OR de 2.9 (95%
IC 1.34-3.25)) y de muerte (OR 2.53 (95% IC 0.93-6.88)), de recurrencia de infarto (OR
2.19 (95% IC 1.29-3.72)), de trombosis del stent (OR 1.59 (95% IC 0.53-4.77)) y de
EVC (OR 1.17 (95% IC 0.39-3.49)). En el mismo trabajo se obtuvieron resultados
similares con el VerifyNow P2Y12 y el Plateletworks . La resistencia al clopidogrel tiene
menor valor predictivo para trombosis de la prétesis endocoronaria. >** Otros estudios
han encontrado que los polimorfismos del metabolizador pobre (CYP2C19 *2/*2) tiene

un bajo poder predictivo de recurrencia de efectos adversos.®®

Por otra parte, el concepto de resistencia a los antiagregantes plaquetarios ha
evolucionado con diferentes significados. Desde el punto de vista clinico se refiere a la
recurrencia de eventos cardiovasculares a pesar del tratamiento antiagregante, pero el

que mas ha llamado la atencion es el concepto de laboratorio. La reactividad
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plaquetaria residual incrementada que se ha encontrado en enfermos durante el
tratamiento con clopidogrel, a lo que se ha llamado resistencia, es un fendmeno
complejo en el que se encuentran involucrados numerosos factores intrinsecos y
extrinsecos a las plaquetas. Existe una amplia variacion en la prevalencia reportada en
los estudios, de acuerdo a los métodos de laboratorio con que se ha evaluado la
funcién plaquetaria. Se han empleando el tiempo de hemorragia,®® la agregometria
plaquetaria,”® la citometria de flujo,”* la fosforilacion VASP (Vasodilator-stimulated
phosphoprotein),”? la excrecién urinaria del 11-dehidro-TXB2'? y diversos dispositivos
de pruebas rapidas como el VerifyNow P2Y12,”® el Plateletworks” y el PFA 100.”* No
esta claro cuél es mejor método de laboratorio para evaluar la respuesta al clopidogrel y

la importancia que tendria conocer este dato para predecir la evolucién clinica.

También han variado las definiciones de hiperreactividad plaquetaria y existe
incertidumbre sobre el grado de inhibicibn que se busca con los antiagregantes
plaquetarios para lograr una evolucién clinica favorable.” Existen numerosas causas de
hiperreactividad plaquetaria: la aterosclerosis y el infarto agudo del miocardio se
encuentran entre las primeras entidades que se asociaron con un incremento en la

agregacion y adhesion plaquetaria.”®’""®

El clopidogrel ha revolucionado el tratamiento antiplaquetario de la enfermad arterial
coronaria en los ultimos 10 afios. El estudio CAPRIE comparo la eficacia y seguridad
de 75 mg de clopidogrel contra 325 mg de aspirina en 19,185 pacientes con evento
isquémico cerebral reciente, infarto agudo del miocardio reciente y enfermedad arterial
periférica. Se demostré una reduccion del riesgo relativo de 8.7% en la tasa de eventos
acumulados. ®" El estudio CURE evalué la eficacia y seguridad temprana y a largo plazo
de una dosis de carga de 300 mg de clopidogrel seguidos de 75 mg diarios como
mantenimiento contra placebo y tratamiento estandar de 12,562 pacientes con un
sindrome coronario agudo sin elevacién del segmento ST. El tratamiento se inici6 en las
primeras 24 horas y se demostré una reduccion del riesgo relativo de eventos
acumulados (infarto agudo del miocardio, evento vascular cerebral o muerte

cardiovascular) de 20% a los 12 meses. En el grupo de PCI CURE la reduccion del
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riesgo relativo fue del 31%.%" El estudio CREDO determiné el beneficio de una carga de
clopidogrel antes de una intervencién coronaria percutdnea urgente o electiva entre
2,116 pacientes. Se demostr0 una eficacia a los 12 meses con una reduccion
significativa del 27% en el riesgo relativo de infarto agudo del miocardio, evento
vascular cerebral o muerte.®” El estudio CLARITY determiné la eficacia del clopidogrel
administrado en combinaciéon con aspirina, heparina y terapia fibrinolitica en 3,491
pacientes con infarto agudo del miocardio con elevacion del segmento ST. La reduccion
del riesgo relativo de eventos vasculares fue del 20% en los primeros 30 dias.®’ La
combinacion de una tienopiridina y aspirina ha sido el tratamiento de eleccion para
prevenir la oclusion de protesis endocoronarias y la recurrencia de eventos ¢

cardiovasculares, 898182

Se ha postulado que la resistencia al clopidogrel se debe al hecho de que es una
prodroga y que los individuos con una baja capacidad de convertir el clopidogrel al
metabolito activo tienen una concentracion plasmatica baja que no logra inhibir el
receptor P2Y12,%83848% narg |os polimorfismos relacionados con el pobre metabolismo
tienen baja prevalencia y no explican todos los casos de resistencia. Otra causa de
resistencia son los polimorfismos del receptor P2Y12, que condicionan menor afinidad
por el clopidogrel.®®” Ademas, existen factores intra y extraplaquetarios que producen
hiperreactividad que no logra ser inhibida por el clopidogrel o la aspirina. Algunos
trabajos sugieren que la leucocitosis®® y la inflamacién podria ser un factor de

resistencia al clopidogre|®%%°%

Recientemente han aparecido otros antiagregantes plaquetarios que producen una
inhibicion plaquetaria mas intensa y mas rapida, como el prasugrel y el ticagrelor,
aunque los primeros datos muestran mayores complicaciones hemorragicas. En el
estudio TRITON se demostro que el prasugrel es particularmente util en los pacientes
con diabetes mellitus y otros factores de recurrencia de eventos cardiovasculares.®
Los estudios ACAPULCO® y JUMBO®, han demostrado que el prasugrel produce una
mayor inhibicion plaquetaria.
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La importancia de identificar a los enfermos de alto riesgo de recurrencia, por ejemplo
individuos con diabetes mellitus, enfermedad coronaria extensa, mdltiples protesis
endocoronarias, trombosis de la endoprotesis e individuos hipometabolizadores de
clopidogrel, radica en que podrian ser candidatos a recibir antiplaquetarios con mayor

efecto antiagregante. %

La determinacion de los polimorfismos de CYP2C19 podria ser una herramienta
adicional para identificar a los enfermos de alto riesgo de eventos vasculares adversos
y buscar otras opciones de tratamiento. El papel del clopidogrel seguira siendo
determinante en el tratamiento de la cardiopatia isquémica, en especial en los pacientes
sin otros factores que interfieran con la adecuada respuesta. Recientemente han
aparecido guias que han sugerido la conducta que los clinicos podrian tomar frente a
las variaciones individuales en la respuesta al tratamiento.”® Dada la evidencia
sustancial de los trabajos publicados y la aparicién de antiagregantes plaguetarios mas
potentes, la genotipificacion del CYP2C19 podria ser de utilidad para seleccionar el

tratamiento antiagregante en algunos casos.
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LIMITACIONES

Nuestra muestra es pequefia lo que dificulta la generalizacion de los resultados La

correlacion solo se hizo entre los que tenian los dos pruebas.

RETOS

Es importante el conocer la prevalencia de los polimorfismo presentes en nuestra
poblacién en una muestra mayor y de igual manera correlacionar con estudios de
agregacion plaquetaria, para en un seguimiento clinico, verificar cual de las dos
pruebas podria tener una implicacion pronéstica, debido a la gran prevalencia de uso

de este farmaco en nuestra poblacion.
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CONCLUSIONES

En conclusion, no se ha encontrado cual es el nivel de antiagregacion medida en el
laboratorio que pueda predecir la evolucion clinica favorable e identificar a los pacientes
con mayor riesgo de recurrencia. Ser portador de un alelo de pérdida de funcion del
CYP2C19 cuando se usa clopidogrel da lugar a reduccién del efecto antiagregante
plaquetario y mayor riesgo de episodios aterotromboticos en comparacion con los

pacientes que no lo son.

La individualizacion del tratamiento antiagregante plaquetario parece una estrategia
prometedora para los pacientes con cardiopatia isquémica, basandose en factores
como el estado de portador de CYP2C19, el uso de clopidogrel en pacientes de bajo
riesgo y el empleo de prasugrel o ticagrelor en los pacientes de alto riesgo. La
prescripcidon de prasugrel o ticagrelor a pacientes de alto riesgo podria reducir sus tasas
de eventos sin situar a los pacientes de bajo riesgo en una situacion de mayor
probabilidad de hemorragias. Sin embargo, hay urgente necesidad de test clinicos
aleatorizados y amplios en los que se evalle el tratamiento antiagregante plaquetario

individualizado para confirmar esta hipotesis.

Nuestros datos indican que la mayor parte de la poblacion tiene polimorfismos del
CYP2C19 que permitirian una adecuada respuesta al clopidogrel. Es probable que en el
futuro se requiera una vigilancia de la respuesta antiplaquetaria mediante alguna de las
pruebas de funcién plaguetaria que se han propuesto. La combinacién de la
farmacogenética con las pruebas de funcion plaquetaria podria identificar grupos de

pacientes de alto riesgo en los que se pueda emplear antiagregantes mas potentes.
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