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La trombosis es el desencadenante de la aparicion de los sintomas clinicos de la patologia
cardiovascular. La trombosis es una patologia compleja, dindmica y multifactorial a la que
contribuyen activamente: el endotelio, los factores plasmaticos de la coagulacion, las células
sanguineas, los factores hemorreologicos dependientes de la geometria de los vasos y la
viscosidad de la sangre. Entre las células sanguineas, las plaquetas juegan un papel esencial en
la trombosis, la hemostasia, el inicio y desarrollo de las enfermedades vasculares, y también de
algunos aspectos del proceso inflamatorio asociados a la patologia vascular'.

En condiciones normales el endotelio es una superficie antitrombotica por su capacidad para
sintetizar inhibidores de la funcion plaquetaria como la prostaciclina (PGI2) , el 6xido nitrico
(NO) o la CD39 (ecto-nucleotidasa), que degrada el ADP liberado por las plaquetas activadas
reduciendo el reclutamiento plaquetario *. Sin embargo, la alteracién vascular o la presencia de
placa de ateroma hace que el vaso se convierta en una superficie trombogénica sobre la que se
inicia la adhesion y la subsiguiente activacion plaquetaria. A ello contribuyen las estructuras
subendoteliales del vaso, particularmente el colageno. Posteriormente, en el entorno del vaso
dafiado se genera trombina otro potente estimulo plaquetario, que ademas convierte el
fibrindgeno en fibrina, lo que consolida el tapon hemostatico o el trombo oclusivo.

La interaccion de las plaquetas con sus agonistas fisiologicos inicia una compleja
secuencia bioquimica de transmision de sefiales intracelulares que diversifica y coordina las
distintas respuestas funcionales. Entre estos elementos bioquimicos de transduccion de sefiales
se incluyen: los receptores especificos, las proteinas G, el metabolismo del fosfatidil-inositol, la
sintesis de tromboxano A2 (TXA2) y de otros eicosanoides, los movimientos en el calcio
citosolico, la regulacion de los niveles de nucleétidos ciclicos (AMPc, GMPc) y la fosforilacion
de proteinas tanto en residuos serina/treonina como tirosina’. A su vez, las plaquetas tienen un
repertorio de distintas respuestas funcionales al estimulo que incluyen: adhesion, secrecion de
los componentes de los granulos citoplasmaticos, agregacion plaqueta-plaqueta, interaccion con
otras células sanguineas, exposicion de fosfolipidos procoagulantes en la membrana, que
contribuyen a la generacion de trombina, y su contribucion a la retraccion del coagulo que
estabiliza el trombo. Adicionalmente, la liberacion al microentorno de las plaquetas activadas
del contenido de sus granulos y de los productos metabolicos generados en su activacion como
nucleotidos de adenina, serotonina, eicosanoides, 6xido nitrico, etc., (substancias pro y
antiagregantes), inicia lo que se conoce como etapa de reclutamiento plaquetario y de
crecimiento del trombo. Se ha comprobado experimentalmente que los liberados de las

plaquetas activadas presentan una componente final proagregante cuando actuan sobre otras



plaquetas diana, efecto que se modula por la interaccion de las plaquetas con los eritrocitos™ o
los leucocitos °. También los productos liberados por las plaquetas activadas inducen
modificaciones en el endotelio y en las células inflamatorias, condicionando la progresion de la
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aterosclerosis y de los procesos inflamatorios '.

D Estrategias farmacolégicas para el control de la funcién plaquetaria

El tratamiento con distintos farmacos antiplaquetarios tiene como objetivo genérico
reducir la reactividad plaquetaria y, por tanto reducir las posibilidades de que si existe una
estimulacion plaquetaria “in vivo” se produzca la formacion de un trombo oclusivo. Los
farmacos hasta ahora disponibles y los que se encuentran en estudio, se basan en distintas
estrategias para inhibir procesos clave en la secuencia bioquimica de actividad de las plaquetas

(Tabla 1) a las que nos referimos a continuacion.

a) Modulacion de las tasas de nucleotidos ciclicos.

Es conocido que el estimulo de las plaquetas produce una disminucion de las tasas de
AMPc y un aumento en la concentracion de calcio en el citosol. El aumento de calcio citosolico
a su vez, activa los mecanismos de activacion dependientes de calcio en la plaqueta, como la
activacion de la fosfolipasa A,, la sintesis de eicosanoides, el proceso secretor, etc. Por el
contrario, un aumento en la concentracion de AMPc reduce la concentracion de calcio en el
citosol incorporandolo en el sistema tubular denso, lo que inhibe la funcion plaquetaria.

El nivel de AMPc en las plaquetas se regula por las actividades de la adenil ciclasa, que
cataliza la conversion de ATP a AMPc, y de la fosfodiesterasa, que cataboliza el AMPc a 5°-
AMP. Este mecanismo bioquimico es el que utilizan fisiolégicamente la prostaciclina endotelial
y la prostaglandina E, (PGE,) para inhibir la funcion plaquetaria “in vivo”, activando la adenil
ciclasa. La inhibicion de la fosfodiesterasa, que mantendria los niveles de AMPc, se ha utilizado
como estrategia farmacologica por distintos farmacos antiplaquetarios como el dipiridamol y el
cilostazol. Ambos farmacos ademas inhiben la captacion de adenosina por los eritrocitos, una
sustancia que se produce fisiologicamente por degradacion del ADP , el cual ademas activa a la

adenil ciclasa plaquetaria y produce un efecto vasodilatador del endotelio *

b) Inhibicion del efecto agonista del ADP.

El reconocimiento de la importancia del papel del ADP en la formacion del trombo
plaquetario ha ido creciendo desde su descripcion en 1961 como un factor derivado de los
globulos rojos que influenciaba la adhesion plaquetaria °. EI ADP se encuentra en grandes
concentraciones (molares) en los granulos plaquetarios que se liberan al medio extracelular de
plaquetas activadas con agonistas fisiologicos (colageno, trombina) y actfia tanto como
mecanismo de amplificacion de la respuesta en las plaquetas que lo liberan, como induciendo y

potenciando el reclutamiento plaquetario™”.



La inhibicion del efecto agonista del ADP bloqueando el receptor P2Y 12 de las
plaquetas es el mecanismo de accion de fArmacos ampliamente utilizados clinicamente en la
actualidad, como las tienopiridinas mas conocidas (ticlopidina, clopidogrel) y de las de nuevo
disefio como el prasugrel, cangrelor o elinogrel'™'2.Un aspecto historico curioso, es que tuvieron
que pasar casi 40 afios desde que se caracterizo el ADP como primer agonista plaquetario, hasta
que se detecto la existencia de tres receptores de nucledtidos de adenina en las plaquetas
(P2Y12, P2Y1, P2X1) " y hasta que finalmente en 2001 se aislo y clond el receptor P2Y , sobre
el que actlian las tienopiridinas '*.

El ADP actua sobre los receptores P2Y 5, y P2Y, mientras que el ATP actia sobre el
P2X,, asociado a un canal de calcio . El receptor P2Y, esta acoplado a la guanine-binding
proteina Gi que sefializa inhibiendo la actividad de la adenil ciclasa y por tanto, reduciendo la
concentracion de AMPc, lo que favorece, como hemos indicado antes, la agregabilidad a ADP y
la estabilizacion de los agregados plaquetarios. El bloqueo del receptor P2Y;, inhibe este
proceso reduciendo la agregabilidad y actia sobre la actividad de proteinas cinasas dependientes
de AMPc como la PKA que fosforila a VASP. Precisamente el efecto del bloqueo de P2Y
sobre la fosforilacion de VASP se utiliza como marcador bioquimico para la determinacion
analitica del efecto de las tienopiridinas por citometria de flujo.

El receptor P2Y|, en cambio, esta acoplado a la proteina Gq que sefializa activando a la
fosfolipasa Cg, la cual inicia el metabolismo de fosfatidil inositol y el aumento de calcio en el
citosol. Este mecanismo de accion del ADP sobre las plaquetas no se inhibe por las
tienopiridinas. La respuesta completa a ADP se obtiene por la estimulacion conjunta de P2Y, y
P2Y," lo que justifica que los inhibidores del receptor P2Y , sélo produzcan una reduccién
parcial de la agregacion con ADP. La mayor inhibicion de la agregacion plaquetaria se ve
experimentalmente con el bloqueo simultaneo de P2Y, y P2Y,. No obstante, todavia carecemos
de estrategias farmacologicas de uso clinico para el bloqueo de P2Y . Este es un objetivo dificil,
probablemente porque mientras P2Y, se encuentra casi exclusivamente en las plaquetas, P2Y,
se detecta en muchos tipos celulares, lo que hace mas dificil encontrar inhibidores especificos
de esta via de activacion plaquetaria.

El clopidogrel es una pro-droga que necesita una transformacion por las isoencimas del
citocromo P450 del higado para obtener el metabolito activo (SR 26334) con efecto
antiplaquetario'®'?. También el prasugrel es una prodroga que necesita metabolismo hepatico,
aunque posee una mejor farmacocinética. En cambio, el cangrelor y el ticagrelor son
antagonistas directos y reversibles del receptor del ADP y no necesitan metabolismo hepatico'””
2. El metabolito activo del clopidogrel se une irreversiblemente a P2Y 12 mediante la formacién
de puentes disulfuro entre el grupo tiol del metabolito activo y dos residuos cisteina
extracelulares (Cys 17 y Cys 270) del receptor'® y su efecto sobre la funcion se mantiene
durante el tiempo que la plaqueta esté en circulacion. En este caso, como en el de la aspirina,

hay que tener en cuenta el recambio plaquetario diario, normalizdndose la funcion a los 5-7 dias



de interrumpir el tratamiento. En cambio, el cangrelor (intravenoso) y el ticagrelor (oral) se
unen a P2Y12 de forma reversible, recuperandose la funcion horas después de interrumpir el
tratamiento'*'%.

Teniendo en cuenta que el P2Y 12 no es el Gnico receptor para el ADP en las plaquetas, no es de
extrafiar, que el tratamiento estandar con clopidogrel resulte en una inhibicion parcial (< 50%)
de la agregacion plaquetaria inducida por ADP (5-20 uM). No obstante, la inhibicion del
receptor P2Y 12 inestabiliza el agregado plaquetario induciendo, en algunos sujetos, y
dependiendo de la concentracion de ADP empleada, la reversibilidad de la agregacion. La
respuesta suboptima a clopidogrel en los pacientes es variable entre distintos estudios usando
técnicas diferentes (4-30%).

La variabilidad de respuesta al clopidogrel sobre la agregacion plaquetaria en los pacientes esta
ampliamente demostrada'”'®. También existen datos que asocian una elevacion de la funcion
plaquetaria con una peor evolucién clinica'. Los factores que actualmente se cree que influyen
en la variabilidad del clopidogrel se muestran en la Tabla 2 ***'. Entre estos factores la baja
disponibilidad del metabolito activo, es probablemente relevante. Un condicionante importante
es su metabolismo por el citocromo P450, que podria reducirse por medicaciones concomitantes
metabolizadas también por el citocromo. Por otra parte, la presencia de polimorfismos del
citocromo P450 influyen en la biodisponibilidad del metabolito activo del clopidogrel por lo que
algunos autores han sugerido la conveniencia de una evaluacion rutinaria de variantes genéticas
en pacientes tratados con clopidogrel®. El hecho de que un aumento de dosis de clopidogrel
reduzca la proporcion de pacientes con mal control®, también apoya diferencias de metabolismo
del farmaco en la variabilidad del efecto antiplaquetario. Por otra parte, los nuevos farmacos
como el prasugrel y el ticagrelor, que inhiben mas y mas uniformemente la funcion de las
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plaquetas , también presentan un mayor beneficio clinico respecto a la isquemia, a expensas
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de un mayor riesgo hemorragico™"".

¢) Antagonistas del receptor GPIIbIlIa

La unién del fibrindgeno a la conformacion activa del receptor GPIIblIla para formar
puentes entre plaquetas contiguas es el punto final que regula la agregacion plaquetaria inducida
por todos los agonistas . Por ello, el bloqueo de GPIIblIla es una interesante diana
farmacologica para evitar la formacion de agregados plaquetarios en pacientes de muy alto
riesgo o con un proceso trombdtico activo.

La idea inicial de este enfoque farmacologico surgio del Dr. Coller, que comprobd que
un anticuerpo de raton, el 7E3 inducia en plaquetas normales un fenotipo tromboasténico™.
Posteriormente, y debido a la preocupacion por la respuesta inmunologica al anticuerpo 7E3, se
produjo un nuevo anticuerpo quimérico raton/humano, el 7E3 Fab (abciximab) de uso clinico *°.
La agregacion plaquetaria inducida por ADP 20 uM se ve practicamente anulada cuando la

concentracion del anticuerpo bloquea el 80% de las aproximadamente 80.000 moléculas de



GPIIbllla que posee cada plaqueta. La agregacion plaquetaria se recupera en aproximadamente
un 50% respecto a los valores pre-tratamiento a las 24- 36 h de interrumpirse® Otros
bloqueantes del receptor GPIIblIla actualmente en uso clinico son el tirofiban y el eptifibatide,
también de administracion intravenosa. Ambos se unen con rapidez al receptor GPIIbllla y su
efecto desaparece antes que el del abciximab al interrumpir el tratamiento. Aproximadamente a
las 4 horas de interrumpir la infusion de estos farmacos, la agregacion plaquetaria se recupera
un 50% y su eliminacién depende del aclaramiento renal®'. El tirofiban es un derivado no
peptidico de tirosina disefiado como mimético de la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) *, mientras
que el eptifibatide es un heptapéptido ciclico sintético disefiado con la secuencia Lys-Gly-Asp
(KGD)* , que también inhibe la unién de fibrindgeno y FvW a las plaquetas. Ambas
substancias tienen aprobado su uso en las intervenciones percutaneas coronarias y en pacientes
con sindrome coronario agudo. Un aspecto de interés es que el bloqueo del receptor GPIIbllla
no tiene influencia sobre la sintesis del TXA2 o la secrecion de granulos de las plaquetas, por lo
que estos farmacos se administran asociados a aspirina.

El intento de producir moléculas que bloqueen el receptor GPIIblIla de administracion
oral, para el tratamiento antitrombdtico crénico (xemilofiban, orbofiban, sibrafiban y lotrafiban)
no ha resultado fructifero. Estas substancias no aumentan el beneficio de la aspirina y pueden
causar un aumento de mortalidad **.

Teniendo en cuenta que el receptor GPIIblIla necesita una etapa de cambio
conformacional de la forma en reposo a la forma activa capaz de unir fibrindgeno, existe la
posibilidad teérica de actuar sobre los mecanismos intracelulares que inducen este cambio
conformacional. Estos estan modulados por la fosforilacion de proteinas en residuos serina,
treonina ** y en tirosina ® y por el ensamblaje de la cadena B; del receptor GPIIblIla a proteinas
del citoesqueleto como la talina *°. Estudios experimentales en nuestro laboratorio indican que
la inhibicion de la fosforilacion de tirosinas reduce la activacion del receptor en plaquetas
estimuladas por trombina monitorizada por union del anticuerpo PAC-1 mediante citometria de
flujo’. Ademas, la inhibicion de fosforilacién en tirosina “in vitro” asociada a tratamiento con
aspirina, inhibe algunos de los mecanismos de activacion de las plaquetas insensibles a aspirina
(COX-1-independientes) en plaquetas estimuladas con trombina, como la reorganizacion del
citoesqueleto y la traslocacion de proteinas fosforiladas al mismo para formar complejos
multimoleculares de sefializacion; estos efectos se reflejan en una potenciacion del efecto
inhibidor de aspirina sobre la agregacién y la secrecion plaquetaria *. El estudio de estrategias
farmacologicas orientadas a actuar sobre mecanismos mediados por fosforilacion de proteinas
podria proporcionar avances en el tratamiento antitrombotico, hoy exclusivamente en el ambito

experimental.

d) Metabolismo del dcido araquidonico



La estimulacion plaquetaria aumenta, como hemos comentado, la concentracion de
calcio citosolico y la activacion de la fosfolipasa A, citosolica (cPLA,). Estos procesos se
regulan por la actividad de las serina/treonina fosfatasas PP1/PP2AY . La cPLA, activada libera
el acido araquidonico de los fosfolipidos que posteriormente se metaboliza por la via
lipooxigenasa para formar el hidroxiacido 12-HETE y por la ciclooxigenasa-1 (COX-1) para
sintetizar endoperoxidos ciclicos PGG,/PGH,, que por la accion de la tromboxano sintetasa
formaran tromboxano A,. También se forman pequefias cantidades de otras prostaglandinas y
otros eicosanoides. La sintesis de eicosanoides plaquetarios via COX-1 y la produccion de 12-
HETE se incrementan marcadamente en el curso de la interaccion eritrocito-plaqueta®

El efecto mejor caracterizado de la aspirina es su capacidad para acetilar una serina en

la posicion 529 de la COX-1, produciendo inhibicion irreversible de la actividad **. Esto resulta
en la inhibicion de la sintesis de TXA2, lo que es de importancia, ya que el TXA? es una
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sustancia que amplifica la funcion de las plaquetas que lo producen, es vasoconstrictor” ™ y

regula el reclutamiento plaquetario por activacion de otras plaquetas circulantes**'.

La inhibicion de la COX-1, particularmente con aspirina, el farmaco mas utilizado,
previene en un 25% la aparicion de un nuevo evento vascular en distintos tipos de pacientes con
patologia vascular. La prevencion del infarto de miocardio es mas elevada (1/3), mientras que la
de los accidentes cerebrovasculares es menor (1/4) **. Estos datos, derivados de un meta-analisis
en 135.000 pacientes reclutados en distintos estudios, definen claramente el beneficio clinico del
tratamiento antiplaquetario con aspirina, pero también indican que no existe una efectividad
clinica uniforme. Existe un nimero elevado de pacientes que sufren un nuevo episodio, a pesar
del tratamiento con aspirina.

Ademas de su efecto sobre la sintesis de TXA,, la aspirina puede contribuir a su efecto
beneficioso mediante otros mecanismos *. Estos incluyen la reduccién en la progresion de la
aterosclerosis, ¢j. reduciendo la oxidacion de las LDL * o mejorando la disfuncion endotelial®.
Ademas de las plaquetas, otras células sanguineas (leucocitos y eritrocitos) pueden afectarse por
la aspirina en su funcién y/o en los efectos de su interaccion con las plaquetas. En este sentido
es conocido que la interaccion eritrocito-plaqueta estimula la reactividad trombocitaria, un
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efecto que se modifica por el tratamiento con aspirina , mientras que la interaccion

leucocito-plaqueta la inhibe, un efecto que se amplia con aspirina .

El metabolismo transcelular de eicosanoides también puede jugar un papel en los
efectos antitromboticos de la aspirina. Mediante este mecanismo, el acido araquidénico o
metabolitos del mismo generados por una célula, pueden ser transformados por otra a un
eicosanoide con efectos biologicos distintos. Esta cooperatividad metabolica puede tener lugar
entre distintas células sanguineas y el endotelio ***'. En este sentido, el descubrimiento de la
COX-2 inducible * y su presencia en células relevantes en la trombogénesis (células

endoteliales, monocitos, macrofagos o las propias plaquetas) es un aspecto importante.

Mediante metabolismo transcelular se puede formar TXA, por la interaccion de plaquetas



tratadas con aspirina y PGH, formado por células endoteliales o monocitos/macrofagos de la
placa via COX-2 y/o COX-1 y también a la inversa, la célula endotelial podria sintetizar PGI, a
partir de endoperéxidos plaquetarios™'. Este tiltimo mecanismo bioquimico es la base racional
que dio lugar a la creacion de farmacos inhibidores de la TX A2 sintetasa (ridogrel, isbogrel,
dazoxiben) y de farmacos que inhiben simultdneamente el receptor del TXA2 y la tromboxano
sintetasa (picotamida, terbogrel, S18886).

Desde un punto de vista analitico, se comprob6 en los estudios iniciales de Grotemeyer
y Cols * y de Helgalson y Cols®* que existen pacientes que experimentan una inhibicién menor
de la esperada por aspirina en distintos tests de funcion plaquetaria. Esto efecto denominado
actualmente resistencia a aspirina se ha descrito actualmente en numerosos articulos utilizando
distintas técnicas de laboratorio, aunque los mecanismos implicados y los test mas apropiados
para su evaluacion continuan siendo un tema de candente debate.

Los datos hasta ahora disponibles, todavia escasos, sugieren que los pacientes con
inhibicion insuficiente de la funcion por aspirina en tratamiento cronico tiene una mayor
probabilidad de recurrencia *>** También en pacientes con sindrome coronario agudo, la
resistencia a aspirina se asocia a mionecrosis > y recurrencia clinica®.

Teniendo en cuenta la potencial implicacion clinica de una respuesta insuficiente al
tratamiento antiplaquetario, surge la pregunta de qué pruebas de funcion plaquetaria serian mas
apropiados para detectar esta variabilidad de respuesta. No existe en la actualidad consenso en
la literatura, aunque si parece necesario aumentar el esfuerzo investigador en este area. En la
seccion siguiente se describen las técnicas mas importantes actualmente disponibles en el

laboratorio para monitorizar el efecto de los farmacos antiplaquetarios

II. Técnicas de laboratorio para monitorizar el efecto de farmacos antiplaquetarios

Como se ha comentado, las plaquetas son células complejas que responden al estimulo con
distintas respuestas funcionales en las que participan diferentes secuencias sefializadoras. No
existe un parametro analitico que englobe, de forma general, todas las funciones de las
plaquetas. Este es un problema esencial en el avance en la monitorizacion del efecto funcional
de los farmacos antiplaquetarios en el laboratorio y, como cabria esperar, la variabilidad en la
respuesta a la aspirina y/o clopidogrel es distinta cuando se utiliza uno u otro procedimiento de
laboratorio ya que la dependencia del TXA, ( inhibido por aspirina) o del ADP en lo que al
receptor P2Y 12 se refiere (diana del clopidogrel) no es la misma en las distintas respuestas
funcionales de las plaquetas, por lo que, como se ha indicado, la proporcion de pacientes con
mal control es variable en los distintos estudios utilizando distintas técnicas, diferencias también
atribuibles a los distintos tipos de pacientes o estadios clinicos de evolucion.

En cambio, como veremos, si es posible conocer desde un punto de vista bioquimico el nivel de

efecto del farmaco sobre su diana farmacoldgica especifica. En el caso de la aspirina esta es la



inhibicion de la COX-1 y subsiguiente sintesis de TXA,, afectando a las respuestas funcionales
TXA, o COX-1-dependientes, pero no aquellas COX-1-independientes o insensibles a aspirina.
En el caso del clopidogrel, y tendiendo en cuenta la existencia en la plaqueta del receptor P2Y1
ademas del P2Y12, se toma la fosforilacion de la proteina de sefializacion VASP como efecto
farmacologico, utilizando unas condiciones experimentales en las que se trata de minimizar el
efecto funcional de P2Y 1, que comentamos mas adelante.

Las técnicas de funcion actualmente disponibles para monitorizar efecto de antiplaquetarios
miden: agregometria, adhesion-agregacion, activacion, reclutamiento, y tromboelastografia

modificada.

I) Agregometria.

Entre las respuestas funcionales de las plaquetas, no cabe duda de que la agregacion o union de
plaquetas entre si para formar un trombo, es una etapa esencial en la trombogénesis y su
reduccidn por los farmacos antiplaquetarios es muy probablemente un componente esencial del
beneficio clinico. Por eso, entre las técnicas de monitorizacion del efecto de los farmacos
antiplaquetarios, el estudio de la agregacion plaquetaria por agregometria optica con distintos
inductores es la prueba mas utilizada, como lo ha sido a lo largo de los ultimos 50 afios en la
comprension de la fisiopatologia plaquetaria, por eso se le considera el estandar de oro.

1.1) Agregometia éptica en plasma rico en plaquetas. Fundamento: Mide el incremento del
paso de luz que se produce a través de una suspension de plaquetas en plasma (PRP) por la
agregacion de las mismas en respuesta a un agonista. El plasma pobre en plaquetas autélogo
sirve de control. Requiere para su correcta realizacion personal cualificado y una buena
estandarizacion de las fases analiticas y preanaliticas del ensayo, obteniéndose entonces unos
coeficientes de variacion técnicos muy aceptables 4-7%.

No es una técnica que pueda emplearse de forma rutinaria o como “point of care” (POC) en un
numero elevado de pacientes debido al tiempo necesario para su realizacion, aunque es muy
empleada en los estudios de investigacion sobre el efecto de los fArmacos antiplaquetarios y es
el test de referencia para otras técnicas. La agregacion inducida por acido araquidonico (AA)
es muy informativa sobre el efecto de la aspirina en las plaquetas, ya que ésta se produce
principalmente por el TXA, formado a partir del acido graso exdgeno. No obstante, hay que
tener en cuenta que en la respuesta agregatoria final al acido araquidonico también puede
contribuir el ADP liberado de los granulos si la cantidad de TXA, formado induce secrecion,
por lo que su especificidad para monitorizar el efecto de aspirina es menor que la cuantificacion
directa de la sintesis de TXA,, a la que nos referiremos mas adelante. Asi mismo, la agregacion
en PRP inducida por ADP monitoriza el efecto de los antagonistas de P2Y 12 como las
tienopiridinas. La agregacion con el mimético de trombina (TRAP o iso-TRAP) se utiliza a

veces de control, ya que a alta concentracion la agregabilidad de las plaquetas es practicamente



independiente de aspirina o clopidogrel.

1.2) Agregometria de Impedancia. El agregometro de impedancia disefiado en 1980°' y
todavia comercializado por Chrono-Log (Chronolog Corporation, USA), fue el primero en dar
respuesta a la inquietud de que el medio fisiologico de las plaquetas es la sangre total y no el
PRP. Su principio mas que optico es eléctrico. El equipo mide cambios en la resistencia al paso
de corriente cuando las plaquetas se depositan sobre un electrodo. Uno de los equipos Chrono-
Log mide simultdneamente la reaccion de liberacion (Lumiagregéometro).Este sistema de
agregacion se ha facilitado actualmente con un nuevo equipo multicanal y computarizado, el
Multiplate (Dinabyte GmbH, Germany), que utilizando los distintos agonistas plaquetarios
permite la monitorizacion del efecto de los tres antiplaquetarios utilizados en la clinica: aspirina,

clopidogrel y GPIIbIlla. Muestra una aceptable asociacion con la gregometria Optica y
coeficientes de variabilidad®.

1.3) VerifyNow® (Accumetrics Inc.,USA). Antes llamado Ultegra Platelet Function Analyzer.
Fundamento: la técnica mide los cambios de transmision de luz originados por la aglutinacion
de bolitas recubiertas de fibrindgeno en sangre total al unirse a ellas las plaquetas activadas, un
proceso dependiente de la glicoproteina GPIIblIla. En la actualidad el equipo dispone de
cartuchos especificos para monitorizar el efecto de aspirina, de los bloqueantes del receptor
P2Y12 y de los antagonistas del receptor GPIIblIla. Es un método de agregometria muy
facilitado (POC) que no requiere pipeteo de la muestra, ya que el analisis se realiza directamente
en el tubo de extraccion de sangre. En todos los casos el fabricante da los puntos de corte de
buen y mal control de los test utilizados para controlar los farmacos en unidades arbitrarias.

1.4) Plateletworks. (Helena Laboratories, USA ). El método consiste en la deteccion
cuantitativa de agregados plaquetarios en sangre total. Para ello se realiza un doble recuento de
plaquetas en sangre total en un tubo anticoagulado con EDTA (para evitar la agregacion) y en
otro tubo de citrato, en presencia de un agonista plaquetario. La diferencia en el nimero de
plaquetas aisladas entre los dos tubos daria el porcentaje de agregacion. Requiere para este
contaje un contador de células basado en el principio de impedancia. Es una facilitacion del
método de Wu y Hoak®, ya que los tubos de extraccion ya contienen los reactivos necesarios.
La principal limitacion es que se recomienda una rapida lectura (<10 min.) lo que lo limita en el
uso rutinario en pacientes®™.

1.5) Sistema de activacion-reclutamiento. Consiste en un sistema dual de células: el sistema
generador y el sistema de ensayo. En el sistema generador se estimula PRP o sangre total con
colageno fibrilar (10 seg.) y rapidamente se centrifuga (13.000 xg, 1 min.) para obtener un
liberado celular. En este liberado se cuantifican diversos parametros de activacion plaquetaria:
liberacion de granulos densos (*C-5HT) y de granulos o (B-tromboglobulina) y sintesis de
TXA,. Adicionalmente, una alicuota del liberado se utiliza, inmediatamente a su produccion,

como inductor de la agregacion de otras plaquetas autologas (sistema de ensayo) y la respuesta



agregatoria (reclutamiento) se detecta por agregometria 6ptica™ o citometria de flujo*'. Es
interesante destacar que el estudio del reclutamiento consiste realmente en una agregometria
optica, en la que se usa como inductor de la agregacion, en vez de productos de laboratorio
(ADP, TRAP, etc.), el agonista fisiologico que es el liberado celular de activacion del propio
paciente a examen, por lo que cabria esperar una mayor aproximacion a la fisiologia de la
reactividad plaquetaria. No existe todavia una forma facilitada de este procedimiento y requiere
personal muy cualificado de laboratorio para su realizacion.

II) Sistemas de adhesién agregacion.

I1.1) Tiempo de sangria. Es la tinica técnica de funcion plaquetaria in vivo. Es el tiempo que
tarda en detenerse la hemorragia después de una pequefia incision estandarizada en la cara
anterior del brazo manteniendo una presion de 40 mm Hg. Este test da una idea global de la
funcién plaquetaria en la hemostasia primaria, modificada por otras células sanguineas y el
endotelio. Ha sido ampliamente utilizada como prueba de funcion plaquetaria preoperatoria
hasta los afios 90. En la actualidad no es muy utilizado por su dificil estandarizacion y caracter
invasivo. El tratamiento con aspirina alarga el tiempo de sangria por lo que se ha utilizado
también para explorar la variabilidad individual de la respuesta farmacologica®.

I1.2) Impact Cone and Plate analyser (CPA, DiaMed, Switzerland). Mide adhesion y
agregacion de las plaquetas sobre a una superficie de poliestireno cuando la sangre interacciona
a un flujo equivalente al arterial (1800/seg) durante 2 min. La adhesion y agregacion se
cuantifican mediante un analizador de imagen después de lavado y tefiido de la muestra. La
adhesion se expresa como porcentaje de la superficie pléstica cubierta por plaquetas y la
agregacion como la medida del volumen de células adheridas. Se ha utilizado para
monitorizar el efecto de antagonistas de GPIIbIIIa® y el efecto protrombotico de los
eritrocitos?’.

11.3) Platelet Function Analyzer (PFA-100®, Dade-Behring, Germany). Es un sistema que
imita in vitro el tiempo de sangria. El sistema hace pasar sangre citratada a través de un capilar
con alta velocidad de cizallamiento, hacia una pequefia apertura en una membrana recubierta de
colageno + epinefrina (CEPI) o colageno + ADP (CADP). La funcién plaquetaria se monitoriza
como el tiempo que tardan la sangre en ocluir la apertura en la membrana. Este sistema
proporciona una evaluacion global de la funcion plaquetaria que depende de procesos de
adhesion-agregacion y también del nimero de plaquetas, hematocrito, FvW, activacion de
GPIIblIIa, etc®®. Este sistema es también un “point of care” de facil utilizacion. El cartucho
CEPI se ha utilizado ampliamente para monitorizar el efecto de aspirina®’. Por el contrario el
sistema PFA-100 con los cartuchos anteriores no puede el efecto de las tienopiridinas®.
Recientemente se ha hecho disponible un nuevo cartucho INNOVANCE PFA P2Y para

monitorizar tienopiridinas®.
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III) Activacién plaquetaria.

IIL.1) Citometria de flujo. El uso de la citometria de flujo permite medir, entre otros
parametros, la expresion en la membrana de la plaqueta de P-selectina (CD62) o el cambio
conformacional del receptor GPIIbIIIa con el anticuerpo PAC-1"" y su modificacion por los
farmacos antiplaquetarios’'. El uso de la citometria de flujo para el estudio de la activacién
plaquetaria representa un avance por la pequefia cantidad de muestra que se requiere, aunque
necesita de un equipo caro y de personal entrenado. Para el estudio del efecto del clopidogrel
por citometria de flujo se usa el ADP como agonista en presencia de PGE, y se monitoriza la
fosforilacion de la proteina intracelular VASP . En estas condiciones, la fosforilacion de VASP

(que se identifica con un anticuerpo monoclonal para la forma fosforilada en plaquetas
permeabilizadas), es directamente proporcional al grado de inhibicion del receptor P2Y 5.
111.2) Monitorizacion de la liberacion de granulos densos. Puede realizarse mediante marcaje
isotopico de las plaquetas con '*C-5HT para monitorizar la secrecion de serotonina®. La
serotonina puede también cuantificarse por ELISA en liberados de activacion plaquetaria. El
ADP y ATP liberado por plaquetas activadas puede cuantificarse mediante cromatografia
liquida de alta presion’ o por la reaccion clasica del ATP con la luciferin-luciferinasa mediante
métodos bioquimicos o usando el lumiagregémetro (Chronolog Corp, USA), que mide
simultaneamente la agregacion plaquetaria y la liberacion de ATP.

I11.3) Monitorizacion de la sintesis de TXA,. La determinacion del TXB,, el metabolito
estable del TXA, en las plaquetas es, en nuestra opinion, la medida mas especifica para
controlar el efecto farmacoldgico de la aspirina. Puede realizarse en suero (en condiciones
especificas de incubacion inmediatamente después de su extraccion a 37°C)", lo que dificulta su
uso practico en pacientes que no acudan al laboratorio para la extraccion de sangre, o en sangre
total citratada estimulada con acido araquidonico o colageno. También se han determinado los
metabolitos del TXA, en la orina. No obstante, en la orina, la presencia de metabolitos del
TXA, puede tener su origen no so6lo en las plaquetas sino también en otras células (rifion,
leucocitos, etc.) ™. En nuestra opinion, la determinacion del TXA,; en sangre citratada
estimulada con colageno o 4cido araquidonico es la mas adecuada para determinar el efecto de
la aspirina fuera de un laboratorio puramente experimental, sobre todo con colageno si se utiliza
la sangre total, ya que el acido araquidonico podria ser utilizado por otras células capaces de
metabolizar este compuesto, dando resultados muy orientativos pero menos especificos del
TXB, de origen plaquetario, por lo que el acido araquidonico es mejor usarlo para estimular

plasma rico en plaquetas.
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IV) Participacion de las plaquetas en la generacion de trombina.

Existen en la actualidad varias técnicas para medir el papel de las plaquetas en la generacion
de trombina, incluyendo 1la técnica original de Henker y Colaboradores’* y el sistema facilitado
de la misma como el sistema CAT (Calibrated Automated Thrombography)””. Con este enfoque
se han descrito modificaciones por el efecto de los farmacos antiplaquetarios’®””.

La tromboelastografia, una técnica conocida desde hace mas de 50 afios, podria tener
también utilidad en la monitorizacion del efecto de farmacos antiplaquetarios sobre la
generacion de trombina®. La tromboelastografia proporciona informacion sobre la formacion
del coagulo (tiempo de latencia, velocidad, intensidad méxima) y la lisis del mismo. Ademas de
los clésicos tromboelastografos (ROTEG, ROTEM) existen en la actualidad distintos equipos
basados en tromboelastografia, mas orientados a monitorizar el papel de las plaquetas y el
efecto de farmacos antiplaquetarios en la formacion del coagulo como el HemoStatus test

(Medtronics blood Management) y el Platelet Mapping System (Haemoscope
Corporation,USA).

Conclusiones y perspectivas de futuro.

El riesgo de recurrencia de enfermedades vasculares contintia siendo elevado a pesar de la
terapéutica antiplaquetaria actualmente disponible. La respuesta funcional elevada en algunos
paciente tratados podria ser un factor que contribuya a la recurrencia, como se ha comprobado
en los estudios anteriormente mencionados. Pero los datos disponibles son todavia insuficientes
para poder determinar con fiabilidad el impacto en la evolucion clinica, y por tanto, actualmente
no se recomienda la monitorizacion rutinaria de los farmacos antiplaquetarios en los pacientes.
No obstante, es importante fomentar la investigacion clinica y experimental en este ambito por
su caracter traslacional y potencial impacto en el tratamiento.

El caso de la variabilidad de respuesta al clopidogrel, estd ampliamente admitido y las razones
bioldgicas que lo sustentan, referidas anteriormente, estan mas claras y son bioldgicamente
plausibles. En cambio, la resistencia a la aspirina sigue siendo un tema de abierta controversia, a
pesar de que los datos disponibles aumentan y apoyan la existencia del fendmeno y su
implicacion clinica™®,

Estos estudios estan siendo controvertidos por la creencia de algunos lideres de opinion” de
que la resistencia a aspirina es una entidad inexistente o muy infrecuente, ya que la aspirina
siempre produce una inhibicion adecuada de la sintesis de TXA2 y en los pacientes en los que
no ocurre, es atribuible principalmente a la falta de seguimiento en el tratamiento. Respecto al
efecto de bajas dosis de aspirina sobre la sintesis de TXA2 los estudios farmacologicos iniciales
del Dr. Patrono y colaboradores, se realizaron en sujetos normales’. No obstante parece
plausible que pueda existir alguna diferencia entre el efecto de aspirina en sujetos normales y

pacientes con enfermedad vascular®. En los tltimos afios diversos grupos han demostrado una

12



inhibicién insuficiente del TXA2 en pacientes en tratamiento cronico con aspirina® ™*, antes de
la intervencion coronaria percutanea®, en la cirugia de bypass® y en el sindrome coronario
agudo™*’. Aunque todavia no conozcamos las bases bioldgicas de la inhibicién insuficiente del
TXA, por aspirina en los pacientes, no cabe duda cientifica de que es un fenémeno que se
produce, lo que lleva asociado un incremento de todos los aspectos de funcioén plaquetaria
COX-1-dependientes, y por tanto siendo un fenémeno subyacente en los resultados de la
monitorizacion de la funcion plaquetaria estudiada con otros test menos especificos®.
Recientemente, en un estudio en 700 pacientes se ha asociado la inhibicion insuficiente del
TXA2 a un aumento de eventos vasculares adversos®.

En el tema de resistencia a farmacos antiplaquetarios debe considerarse en la actualidad con
prudencia con prudencia, ya que son necesarios mas estudios para establecer, entre otras cosas :
qué aspectos de la funcion plaquetaria y qué técnicas se asocian mas a la recurrencia; cuales son
los puntos de corte de buen/mal control con las distintas técnicas; conocer si el ajuste de
dosis/pautas en pacientes poco respondedores aumenta el beneficio clinico del tratamiento; si la
doble resistencia a aspirina y clopidogrel incrementa el riesgo o si esto puede paliarse en
pacientes en situacion de alto riesgo asociando un tercer farmaco antiplaquetario. Por eso, como
se ha comentado, no existe actualmente un acuerdo internacional para la monitorizacion
rutinaria del efecto de los farmacos antiplaquetarios. Finalmente, se estan realizando estudios de
investigacion basica para detectar nuevas dianas farmacologicas y nuevos farmacos
antiplaquetarios mas eficientes y/o complementarios a los ya disponibles®, asi como nuevos
métodos de laboratorio que faciliten la monitorizacion de los efectos.
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Tabla 1

Estrategias farmacologicas utilizadas para el

control de la funcion plaquetaria.

» Modulacion de la tasas de nucleotidos ciclicos

* Inhibicién del efecto agonista del ADP

* Antagonistas del receptor GPIIblIla

* Inhibicion del metabolismo del acido araquidonico

* Bloqueo del receptor del tromboxano

* Bloqueo del receptor PAR-1 de la trombina

18



Tabla 2.- Posibles condicionantes de la variabilidad a los farmacos antiplaquetarios

ASPIRINA * CLOPIDOGREL * *
FACTORES CLINICOS Y | - No prescripcion - No prescripcion
FARMACOCINETICOS | - No seguir el tratamiento - No seguir el tratamiento
- Diabetes - Diabetes
- Sindrome coronario agudo - Sindrome coronario agudo
- Baja absorcion - Edad
- Interacciones con farmacos - Elevado indice de masa
(anti-inflamatorios no corporal.
esteroideos) - Fallo renal.
- Dosis insuficiente
- Baja absorcién
- bajo metabolismo
- Interacciones farmacologicas
(Ca ** antagonistas, inhibidores
bomba de protones)
FACTORES - Inhibicioén insuficiente de - Elevado turnover plaquetario
CELULARES COX-1 - Aumento de la exposicion a
- Elevado turnover plaquetario | ADP
- Sobreexpresion de la COX-2 | - Elevacion de las vias de
- Activacion plaquetaria activacion:
inducida por eritrocitos P2Y12
- Incremento de catecolaminas P2Y1
- Generacion de 8-is0-PGF,, P2Y-independientes
FACTORES GENETICOS | - Polimorfismos de: - Polimorfismos de:

- COX-1

- Receptor GPIIbllla
- Receptor de FvW

- Receptor P2Y1

- Isoenzimas de CYP450
- Receptor GPla

- Receptor P2Y12

- Receptor GPIIbllla

* Wang TH y cols. Eu Heart J 2006; 27:647-654
** Geisler T and Gawaz. Haemostasiologic 2009; 29: 360-367
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