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ABREVIATURAS

DM: Diabetes Mellitus.

FT: Factor tisular.

DM2: Diabetes Mellitus tipo II.

APC-FT: actividad pro coagulante dependiente de Factor Tisular.
FX: Factor Stuart o factor X.

PRP: Plasma Rico en Plaquetas.

DM1: Diabetes Mellitus tipo I.

HbA1c: Hemoglobina glicosilada.

AVC: Accidente vascular cerebral.

FVII: Factor VII.

FVIII: Factor VIII.

FvW: Factor von Willebrand.

PS: Proteina S.

ATIII: Antitrombina Il

PAI-1: Inhibidor del activador del plasmindgeno.
TXA2: Tromboxano A2.

PGI2: Prostaciclina 12.

GP lIb-llla: Glicoproteina llb-llla.

PCR: Proteina C Reactiva.




ON: Oxido Nitrico.

ADP: Adenosin di fosfato.

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.
IL-1: Interleuquina 1.

IL-6: Interleuquina 6.

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral Alfa.

GP: Glicoproteina.

FVII: Factor VII.

FVlla: Factor VII activado.

FXa: Factor X activado.

HGO: Hipoglicemiantes orales.

ACD: Acido citrico, Citrato, Dextrosa.

CK: Creatinina Kinasa.

PPP: Plasma Pobre en Plaquetas.

RIS: Ristocetina.

TRAP: Péptido Activador del Receptor de Trombina.
TLC: Tiempo de lisis del coagulo.

AUC: Area bajo la curva.

tPA: Activador tisular del Plasmindgeno.

AA: Araquidonato.




EPI: Epinefrina.

COL: Colageno.

NS: No estimuladas.

Ag: Antigeno.

%T: Porcentaje de trasmitancia.

HPLC: High Performance Liquid Chromatography.
APC: Actividad pro coagulante.

SF: Suero Fisioldgico.

Vi: indice de Velocidad.

PGE1: Prostaglandina E1.

PLP: Plasma libre en plaquetas.

CAT: Generacion de trombina automatizada.
ETP: Potencial enddégeno de producir trombina.
PEAK: Concentracion maxima de trombina.
TAT: Complejo trombina-antitrombina.

LDL: Low density lipoprotein.

PUC: Pontificia Universidad Catolica de Chile.

ELISA: Enzimo Inmuno analisis.




RESUMEN

La diabetes es una enfermedad crénica caracterizada por el déficit en
la secrecion y/o funcion de la insulina, hormona encargada de regular la
glicemia. Personas que presentan esta enfermedad poseen un mayor riesgo de

sufrir eventos cardiovasculares con un indice de mortalidad de un 80%.

Estos poseen diversos factores que afectaran al estado
protrombético, como alteraciéon en la funcién plaquetaria, dafio endotelial, y
aumento de mediadores de inflamacion y aumento del Factor Tisular (FT)

plasmatico.

El aumento de FT circulante se ha relacionado con un aumento del
estado protrombotico, sin embargo, se desconoce si el aumento de la cantidad

de este, se asocia a un aumento en su funcion.

Las plaquetas poseen FT y su activacién seria crucial en el proceso
protrombdético, por tanto se propuso determinar si en pacientes con Diabetes
Mellitus tipo Il (DM2) la actividad pro coagulante dependiente de FT (APC-FT)

en plaquetas esta aumentada.

Se estudiaron 15 pacientes con DM2 y 15 controles sanos, pareados
por sexo y edad. A los que se les determind la APC-FT en plaquetas lavadas
por generacidon de Factor X activado y generacion de trombina por test calibrado
en plasma rico en plaquetas activadas con agonistas plaquetarios. Ademas se
realizaron estudios de funcion plaquetaria, marcadores plasmaticos de

activacién de la coagulacion, inflamacion, dafio endotelial y estrés oxidativo.
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No se obtuvo diferencia significativa en funcién plaquetaria,
generacion de trombina, marcadores de inflamacion o estrés oxidativo ni en la
actividad pro coagulante dependiente de FT plaquetario, entre el grupo en
estudio y el grupo control. Sin embargo, la medicion de P-selectina por
citometria de flujo mostr6 un aumento estadisticamente significativo en DM2

que en controles, denotando una activacion plaquetaria in vivo.

La ausencia de diferencias con respecto a controles puede ser
explicada a que los pacientes DM2 seleccionados en este estudio, ademas del
uso de hipoglicemiantes e insulina, se encontraban utilizando estatinas, las
cuales disminuyen tanto los parametros de inflamacion como de APC-FT en

plaquetas.

Palabras claves: Diabetes, Factor Tisular, Hipercoagulabilidad.
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CAPITULO N°1: INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

1.1 Diabetes

La diabetes es un trastorno metabdlico con diversas causantes. Se
caracteriza por hiperglicemia crénica y trastornos en el metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas debido a anomalias en la secrecién o efecto
de la insulina en tejidos blancos. Con el tiempo la enfermedad puede causar

dafios, disfuncion e insuficiencia de diversos érganos ().

La hiperglicemia caracteristica de esta enfermedad incluye entre sus
sintomas poliuria, polidipsia y polifagia, triada caracteristica de esta
enfermedad, pérdida de peso y en ocasiones visidbn borrosa ademas de un

aumento en la susceptibilidad a infecciones y deterioro del crecimiento ).

Existen principalmente tres tipos de diabetes: Diabetes Gestacional;
este tipo de diabetes comienza usualmente el segundo trimestre de embarazo,
estas mujeres y sus hijos corren un mayor riesgo de desarrollar diabetes tipo |l
en un futuro. Diabetes Mellitus tipo | (DM1); las células B pancreaticas
secretoras de insulina son destruidas por accién autoinmune, se manifiesta
principalmente en nifios y jovenes sin antecedentes previos. La Diabetes
Mellitus tipo Il (DM2) también llamada no insulinodependiente o de inicio en la
edad adulta es una enfermedad crénica causada por una combinacion entre
una resistencia a la accion de la insulina y una inadecuada respuesta frente a la
secrecion compensatoria de ésta por parte del cuerpo lo que deriva en una

hiperglicemia ). En este estudio nos enfocaremos en pacientes con DM2.
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La DM2 se ve asociada en gran parte al estilo de vida de la
poblacién, siendo los principales factores de riesgo el sedentarismo, obesidad,
mala alimentacién e hipertension arterial, entre otras ©@). El establecimiento de
estos factores se refleja en el aumento del indice de diabéticos en la poblacién

de paises desarrollados.

Para declarar a un paciente diabético se debe cumplir con al menos

1 de estos 3 criterios, lo cual debe ser confirmado posteriormente (:

1. Glicemia (en cualquier momento) = 200 mg/dL, asociada a sintomas clasicos,

como la poliuria, polidipsia, polifagia, etc.
2. Dos o0 mas glicemias = 126 mg/dL.

3. Respuesta a la sobrecarga a la glucosa alterada con una glicemia a los 120

minutos post sobrecarga =200 mg/dL.
4. Hemoglobina Glicosilada (HbA1c) > 6,5%.

Hasta la fecha la DM2 representa alrededor del 85 al 95% del total de
casos de diabetes en paises de ingresos altos y podria ser responsable de un
porcentaje aliin mayor en paises de ingresos medios y bajos ). Estos pacientes
presentan un estado de hipercoagulabilidad, lo que incrementa el riesgo de
padecer eventos cardiovasculares, el 80% de los pacientes con DM2 mueren
por eventos tromboticos y el 65% de estas muertes es resultado de un evento

cardiovascular ©®),

1.2 Diabetes y Enfermedad Cardiovascular

Las alteraciones metabdlicas (por lo general crénicas) vy
hematoldgicas caracteristicas de los diabéticos favorecen la progresion precoz,
severa y rapida de la enfermedad coronaria que junto con otros factores de
riesgo como hipertension arterial, obesidad, dislipidemia, y enfermedades
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asociadas, le confieren una alta tasa de mortalidad, limitan la calidad y

esperanza de vida ©).

Entre algunas de las consecuencias producto de la diabetes son:

. Aumento el riesgo de cardiopatia y accidente vascular cerebral (AVC).
. Neuropatia combinada con la reduccion del flujo sanguineo.

. Retinopatia diabética.

. Nefropatia diabética.

Actualmente se ha demostrado que el control glicémico de este tipo de
pacientes no influye sobre el riesgo cardiovascular (), aparentemente los
factores no relacionados a la glicemia, como la hipertension, la dislipidemia y la
hipercoagulabilidad juegan wun rol importante en las complicaciones
cardiovasculares. La mayoria de los eventos isquémicos se precipitan por rotura
de la placa ateroesclerdtica, activacion plaquetaria y la trombosis resultante de

esto .9),

1.3 Hemostasia y Diabetes tipo Il

En la DM2 se producen diversas alteraciones del sistema de
coagulacién, como aumento del fibrindgeno, factor VIII (FVIIl) y factor de Von
Willebrand (FvW) ("0 que inducen a un estado protrombético con tendencia a la
hipercoagulabilidad. Investigaciones realizadas determinaron la concentracion
de proteina S (PS), antitrombina Il (ATIll) e inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1); se concluyé que los inhibidores fisiologicos de la
coagulacion PS y ATIIl son menores en la poblacion diabética, mientras que las
concentraciones de PAI-1 segun este mismo son significativamente mayores a

los valores de referencia, llevando a una disminucion de la fibrinolisis (Y. Por
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otra parte se destaca la presencia de una hiperagregabilidad plaquetaria,

disfuncion endotelial (1213), estrés oxidativo y alteraciones metabdlicas.

La hiperagregabilidad plaquetaria, estaria dada en pacientes
diabéticos por los cambios en la funcion plaquetaria, consecuencia de una
hipersensibilidad a agonistas, aumento de tromboxano A2 (TXA2) y disminucion
de prostaciclinas (PGI2) (419, La hiperglicemia cronica produciria cambios
bioquimicos en la membrana plaquetaria, debido a que en estas condiciones se
genera glicosilacion no enzimatica de proteinas, incluyendo aquellas que
forman parte de la membrana plaquetaria, esto induce cambios en su
estructura, modificando a su vez la permeabilidad de esta por alteracién de
fosfolipidos de membrana. Lo que llevaria a una sobreexpresion de receptores
plaquetarios (P—selectina y glicoproteinas llb-llla [GPIIb-llla]) y a una mayor

interaccién de su ligando como el fibrinégeno (1),

Las plaquetas poseen una concentracion intracelular de glucosa
similar al plasma, reflejo de su entorno extracelular, lo que se asocia al aumento
en la formacién de anién superoxido, actividad de la proteina C reactiva (PCR) y
disminucién de la generacion de oxido nitrico (ON) plaquetario (7). Esto
producto de la resistencia a la insulina, propia de este tipo de pacientes, que
induce un aumento en los ésteres de colesterol, triglicéridos y alteracién del

metabolismo lipidico desencadenando asi un mayor riesgo ateroscleratico.

Las plaquetas poseen un receptor para insulina funcional y capaz de
autofosforilarse (®). La insulina posee efectos inhibitorios en las plaquetas,
disminuye la respuesta plaquetaria a ADP, colageno, trombina y araquidonato al
reducir el numero de receptores adrenérgicos. En la DM2 disminuye el numero
y la afinidad del receptor plaquetario para insulina, lo que sugiere que la hipo
sensibilidad plaquetaria a esta hormona contribuye a la hiperactividad de la
plaqueta (*®) sumando las alteraciones lipidica y el efecto inhibitorio de las
PGI2.

15



La hiperglicemia lleva a un aumento in vivo de calcio intraplaquetario
(19) que desencadenaria la activacion plaquetaria y la generacién de cambios en
los fosfolipidos de membrana, provocando un cambio en la asimetria de cargas
de la membrana, exponiendo la carga negativa en la cara externa, que daria un
ambiente Optimo para el ensamblaje y activacion de los factores de

coagulacion.

1.4 Diabetes y Funcion Endotelial

En cuanto a la disfuncién endotelial, se han encontrado en estos
pacientes marcadores de dafo endotelial aumentado, tales como la
trombomodulina, moléculas de adhesion celular, PAI-1, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), lipoproteinas asociadas con la fosfolipasa A2,
mieloperoxidasas y paraoxonasa (enzima capaz de hidrolizar peréxidos lipidicos
y moléculas inflamatorias) %), asi como de marcadores de inflamacion, PCR,
interleuquina-1 (IL-1) e interleuquina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral alfa
(TNF- a) y su receptor "), Estas sustancias proinflamatorias inducen un estado
hipercoagulante por reduccion de la actividad anticoagulante natural del
endotelio.

1.5 Plaquetas

Las plaquetas cumplen una funcién vital y protagénica en el proceso
de coagulacidon, a modo general los trombocitos mas conocidos como
plaquetas, son generados por la division de los megacariocitos en médula osea,
de un megacariocito por fragmentacion se obtendran alrededor de 1.000 a
5.000 plaquetas, las cuales se dirigiran a circulacion 2, no poseen nucleo y
como parte de su estructura cuentan con una membrana rica en glicoproteinas
(GP), granulos alfa (fibrinogeno, FvW, Fibronectina, Tombospondina,
Vitronectina, P-selectina) y granulos densos (ADP, ATP, GTP, GDP, Ca**, Mg**,
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serotonina, fosfato), lisosomas, un sistema canicular y mitocondrias 2. Las
plaquetas a pesar de su estructura considerada simple en un principio como
fragmento celular es capaz de intervenir en diversos procesos no sélo
relacionados a la coagulaciéon (como trombosis), sino también en procesos de
inflamacion, inmunidad y angiogénesis?®). Esta capacidad de participar en tan
diversos procesos se debe a que puede establecer una gran cantidad de
interacciones celulares y de secretar distintos tipos de moléculas que participan
en procesos como quimiotaxis, angiogénesis y regulacion de la sefalizacion
celular 4. Estas propiedades relacionan estrechamente a la funcion
plaquetaria con enfermedades como asma, arterioesclerosis, enfermedades
cardiovasculares y diabetes 23, Para esto poseen diversas estructuras que le
dan propiedades y caracteristicas necesarias para desarrollar estas funciones
esenciales en el organismo, como GP o integrinas que se encuentran en la
membrana de la plaqueta, formadas por dos cadenas, una alfa y otra beta,
capaces de permitir la interaccién de componentes del extracelular (fibronectina
y colageno) con el intracelular y desencadenar una cascada de senalizacion.
Las principales GP son el complejo GPIb-IX y GPlla-lllb, esta GP permite la
union con fibrinégeno, FYW vy fibronectina® y asi otras GP como se muestra

en la siguiente tabla.
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Glicoproteina Integrina  Ligando Funcién

Fibrinogeno, FVvW,
GPllb-Illa CD41,CD61 allbp3 Fibronectina, Vitronectina. Agregacion.
GPla-lla CD49b, CD29 a2p1 Colageno. Adhesion.
GPlc-lla CD49e, CD29 51 Fibronectina. Adhesion.
GPIB-IX-V CD42a,b,c,d FvW, Trombina. Adhesion, Agregacion.
GPIV CD36 Colageno, Trombospondina.  Adhesion, Agregacion.
GPVI Colageno. Adhesion.
GMP-140 (P- Interaccién Plaqueta-
Selectina) CD62P leuco.
PECAM CD31 Interacciéon Endotelio.

Tabla N° 1: Glicoproteinas de membrana plaquetaria (Extraido de Palomo I., 2009, pag. 462)

Dentro de las GP mas importantes para la interaccién con otros tipos celulares,
se encuentran la P-selectina o CD62P y las Anexinas. La P-selectina esta
presente en los granulos alfa y una vez activada se presenta en la membrana
de las plaquetas (?5). Esta CD62P es fundamental para la unién de las plaquetas
y los leucocitos permitiendo su interaccién, mientras que las Anexinas son
capaces de unirse a fosfolipidos cargados negativamente un ejemplo de ello es

la membrana plaquetaria cuando esta ya se ha activado 7).

1.6 Coagulacion, Factor Tisular y Plaquetas

El Factor Tisular cofactor del factor VII (FVII) e iniciador de la
cascada de coagulacion %8, es una glicoproteina transmembrana de 47 kDa,
que posee tres dominios, la porcion externa seria el sitio de union para el FVII
llevandolo a factor VII activado (FVlla). EI complejo formado entre el FT/FVlla

seria el promotor en el desarrollo de trombosis venosa y arterial % jugando un
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rol crucial en la patologia coronaria; se ha visto que esta proteina se encontraria
aumentada en la placa arterioesclerotica 9. En base a estos nuevos estudios
respecto al FT, se describe una nueva vision de la ya conocida cascada de la
coagulacion, en esta se pretende dar un papel central a las células, siendo

éstas las desencadenantes del proceso 2",

En el nuevo modelo de la coagulacion o modelo celular de la
coagulacion, los procesos o las vias intrinseca y extrinseca se asocian y se
producen simultaneamente. El modelo clasico publicado por Macfarlane en
1964 5, es reformulado debido a las inconsistencias para explicar las causas
in vivo de las alteraciones y patologias de la coagulacion %, Se ha descrito
también que diversas células poseen FT, siendo éste esencial en el proceso de
coagulacion 0, el modelo desarrollado por Hoffman y cols es actualmente el
mas aceptado, en este se da un papel fundamental a las células, describiendo
también que éstas poseen en su superficie moléculas especiales que dirigen la

formacion del coagulo 3.

El modelo celular de la coagulacion comprende 3 etapas iniciacion,

amplificacion y propagacion.

Iniciacion: El proceso comienza con la unién del FT a su ligando natural el FVII
(25), esta asociacion hace posible la activacion del FVII a FVlla. En esta etapa se

formaran pequefas cantidades de trombina que actuaran de forma local 1,

Amplificacion: En esta etapa el dafio vascular sufrido favorece el contacto de la

membrana plaquetaria con la superficie del endotelio. La trombina generada en
la etapa de iniciacion activara las plaquetas "), generando un cambio en la
membrana plaquetaria que permitira el ensamblaje de los factores de la
coagulacion. La produccién de trombina en esta etapa es mas eficiente, ya que

existe una retroalimentacion positiva.
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Propagacion: El fin de esta etapa es reclutar a mas plaquetas circulantes,
generar mayor cantidad de trombina y posteriormente una cantidad de fibrina

considerable para estabilizar el tapon plaquetario @Y.

La participacidn de plaquetas es central en esta teoria celular de la
coagulacion debido al aporte de membranas fosfolipidicas cargada
negativamente que permiten el ensamblaje de los factores de coagulacion y su
posterior activacion. Se ha descrito ademas la presencia de microvesiculas
presentes en el plasma que contienen FT @) que seria responsable, en parte,
del desencadenamiento de la cascada de coagulacion. Se sugiere que estas
microvesiculas contribuyen de forma relevante en la mantencion del estado
protrombético @). Sin embargo, también se ha descrito que el mayor porcentaje
de microparticulas circulantes es de origen plaquetario. La idea que este blood-
borne FT tenga significancia tanto fisiologica como fisiopatolégicamente es

controversial (32),

En estudios recientes se ha encontrado que FT estaria presente en
plaquetas circulantes ya sea en los granulos alfa, como también en el sistema
canicular abierto 9. En un principio se describié que la presencia de FT en la
membrana plaquetaria estaba dada por la transferencia de microparticulas ricas
en FT a través de células como los monocitos, polimorfonucleares y macrofagos
(28 Por otra parte, se describe que las plaquetas poseen mRNAs de FT
proveniente del megacariocito®®, lo cual permitiria la sintesis de esta proteina

al ocurrir la activacion descartando que soélo sea contaminacion leucocitaria (29

Se ha visto que pacientes diabéticos poseen una concentracion mayor de
FT en plasma %), al igual que en placas ateromatosas inestables . Dentro de
los procesos que dan origen a este aumento, se destacan cambios bioquimicos
y estructurales de la membrana plaquetaria las cuales ademas experimentan
una mayor activacion plaquetaria, secrecion de mediadores de inflamacion y de

sefalizacion celular. Estudios recientes han concluido que pacientes que han
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sufrido eventos cardiovasculares como Sindrome Coronario Agudo, presentan 3
veces mas expresion de FT en comparacion a pacientes con angina estable y
controles sanos, esta medicion fue realizada por citometria de flujo en

agregados de plaquetas y monocitos circulantes ©),

Frente a estos y otros estudios que relacionan el aumento del FT con
el riesgo cardiovascular, sumado a alteraciones plaquetarias y del endotelio
vascular en este tipo de pacientes, buscamos estudiar mediante la realizacién
de técnicas como la generacion de trombina modificada y actividad
procoagulante dependiente de plaquetas (APC-FT) en plaquetas purificadas, en
estado basal y estimuladas con agonistas plaquetarios, si la hiperagregabilidad
presente en pacientes con DM2 es producto de un aumento en la actividad del

FT plaquetario.
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CAPITULO N°2: HIPOTESIS

Pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il, poseen un aumento de la
actividad procoagulante dependiente de Factor Tisular plaquetario que favorece

el aumento de la hipercoagulabilidad asociada a estos pacientes.
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CAPITULO N°3: OBJETIVO

Determinar la actividad pro coagulante dependiente de Factor Tisular
en plaquetas, marcadores de dafio endotelial, inflamacion y estrés oxidativo en

pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il.
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CAPITULO N°4: OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la actividad pro coagulante dependiente de FT plaquetario
en plaquetas lavadas por generacion de factor X activado (FXa).

e Determinar funcidn plaquetaria (agregacion-secrecién) a dosis sub-
umbrales de agonistas plaquetarios.

e Determinar generacion de trombina por técnica modificada en plasma
rico en plaquetas (PRP).

e Determinar niveles de marcadores de inflamaciéon, dafo endotelial y

estrés oxidativo.
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CAPITULO N°5: MATERIALES Y METODOS

El estudio realizado esta enmarcado dentro del Proyecto Fondecyt
1130853, "CONSTITUTIVE NEO-SYNTHESIS OF PROTEINS BY HUMAN
PLATELETS: SOME DISTINCTIVE PATHOPHYSIOLOGICAL FEATURES AND
CLINICAL IMPLICATIONS" del Dr. Diego Mezzano y Proyecto Investigadores

5.1 Tipo de Estudio

Es un estudio de tipo caso control (clinico).

5.2 Lugar de Realizacién

Laboratorio de Hemostasia y Trombosis, Departamento de
Hematologia-Oncologia, Escuela de Medicina, Pontificia Universidad Catdlica
de Chile, Santiago, Chile. Cuenta con autorizacion del comité de ética de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. (Anexo
N°1)

5.3 Poblacion en Estudio

Se evalud a 15 pacientes diagnosticados con diabetes Mellitus tipo |l

y 15 controles sanos los cuales fueron pareados por sexo y edad.
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Criterios de inclusion:

e Pacientes con DM2 con antecedente previo en tratamiento con
hipoglicemiantes orales (HGO) o insulina con HbA1c < 5,7 > a 6,5%.
e Controles se les solicité HbA1c a su ingreso al protocolo. (< 6,4%)

e Firma consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

¢ Insuficiencia renal (Clearance de creatinina < 60 mL/min)
e Enfermedades inflamatorias crénicas.

e Infecciones intercurrentes.

¢ Recuento plaquetario anormal.

¢ Insuficiencia hepatica.

e Diatesis hemorragica.

5.4 Toma de Muestra

Tanto a los controles sanos como a los pacientes diabéticos, se les
realizé una puncidon venosa periférica con mariposa calibre 19G, con el fin de
una adecuada obtencién de plaquetas, previa lectura y firma del consentimiento

informado. (Anexo 2)

A cada uno se le tomaron 2 tubos con EDTA (tubo lila), 6 tubos con
citrato de sodio (tubo celeste), 1 tubo para suero (tubo amarillo) y 1 tubo con
Fluoruro de sodio (tubo gris) mas 2 jeringas con 2 mL cada una de
anticoagulante ACD/Teofilina/prostaglandina (PGE1) preparado por el

laboratorio.
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5.5 Mediciones Bioquimicas y Hematolégicas

Las determinaciones realizadas a los pacientes y controles fueron
enviadas y posteriormente procesadas en el Laboratorio Clinico central Red
Salud UC-Christus.

e Perfil Bioquimico y Lipidico.

e Hemograma yrecuento plaquetario.
e Creatinina plasmatica.

e Alanino-amino transferasa sérica.

e Creatinina kinasa (CK) sérica.

e HbA1c.

5.6 Variable Estudiadas

5.6.1 Tiempo de Lisis del Coagulo

Mediante esta técnica se busca evaluar la actividad fibrinolitica del
paciente. Corresponde a una modificacién de la técnica descrita por Lisman y
cols. @8, mediante la incorporacion de PRP para evaluar la participacion de las
plaquetas. El PRP es estimulado con agonistas plaquetarios, como Ristocetina
(RIS) (1,2 mg/mL) y TRAP (1 uM).

Se registra el cambio de turbidez a 405 nm realizando lecturas cada
55 segundos por 4 horas a 37°C en constante agitacion. Esta reaccion es
medida usando lector de micro-placas Termo Scientific Multiskan FC,
MicroplatePhotometer. El tiempo de lisis del coagulo (TLC) correspondera al
tiempo en que la absorbancia cae al 50% de su valor al momento de formarse

el coagulo.
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Figura N°1: Curva de formacion vy lisis del coagulo. Grafica obtenida del seguimiento de la absorbancia a
405nm (a: maximo de absorbancia, b: absorbancia basal, c: tiempo en que se alcanza el maximo de
absorbancia, d: el TLC se calcula mediante el promedio de la resta de la absorbancia maxima (a) menos la
absorbancia basal (b). A este resultado luego se le suma la absorbancia basal. El valor obtenido se
extrapola en la grafica obtenida (d), se registra el tiempo en que ocurre esa absorbancia y se resta al

tiempo en que se obtuvo la maxima lectura.

5.6.2 Agregacion

La agregacion se realizd en un Agregémetro (BioData PAP-8), se
analizan y miden los cambios de Trasmitancia en una suspension de plaquetas
estimuladas con diferentes agonistas, la accion de estos agonistas se espera
cause su agregacion; los parametros estudiados son area bajo la curva (AUC) y
agregacion maxima. Este instrumento emite una fuente de luz a 650 nm, la cual
incide sobre cada muestra. La agregacion plaquetaria antes descrita permite

que el paso de la luz incidente a través del PRP (%T) sea mayor.

5.6.3 Secrecion Plaquetaria

Medicion de la secrecion o liberacion de serotonina intraplaquetaria
producto de agregacion plaquetaria. Se determina la cantidad de serotonina que
permanece en el pellet de plaquetas mediante método de HPLC (High-
performance liquid chromatography).
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5.6.4 Generacion de Trombina

La generacion de trombina se realizé en un Thrombinoscope® Stago con
una version modificada a la técnica descrita por Hemker et al. En la medicion se
utiliza plasma libre de plaquetas (PLP) fresco y PRP estimulado con RIS (1.2
mg/ml) y TRAP (1uM) en agregometro previo a la medicion, sin incorporar FT

exdégeno.

Los parametros a medir fueron los siguientes:

Figura N°2: Parametros de la técnica generacién de trombina.

- Indice de Velocidad (Vi): peak/time to peak-lag time.

- Lag Time: Tiempo que demora en comenzar la generacion de trombina.

- ETP: Potencial endégeno de trombina. (Area bajo la curva).

- Peak: Concentracién maxima de trombina.

- Time to Peak: Tiempo al peak. (Tiempo que demora en alcanzar el
peak).

- Start Tail: Tiempo que comienza la caida a cero.
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5.6.5 Actividad Pro Coagulante

La Actividad Pro Coagulante  (APC) dependiente de FT
plaquetario fue medida en plaquetas lavadas mediante generacion de FXa
que es determinado por su accién enzimatica sobre sustrato cromogénico
especifico (proporcional a la intensidad del cromégeno producido). Lo que se
busca con esto es generar FXa el cual actua sobre el S22 (sustrato
cromogénico, Aniara Corporation, USA) para generar un cromégeno cuya
intensidad se analiza en el equipo Multiskan FC microplatephotometer —
Thermo Fisher Scientific, el cual es un lector de microplaca de ELISA a
37°C. El software utilizado por el equipo es Skanlt que mide la densidad

optica a 405 nm durante 90 minutos ©2),

5.6.6 Citometria de Flujo

Se utilizé el equipo BD ACCURI C6, procesados en el programa C-FLOW
SAMPLER con reactivos BD Biosciences, Pharmingen, San Diego, USA.

5.6.7 Inhibidor plasmatico de la fibrindlisis (PAI-1)

Se determino mediante Elisa comercial. El protocolo a seguir fue el

indicado por el fabricante, HYPHEN Neuville-sur-Oise, Francia.

5.6.8 Complejos Trombina/ Antitrombina

La concentracion de complejos Trombina Antitrombina se realiz6 mediante Elisa

comercial siguiendo las instrucciones del fabricante.
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5.6.9 Marcadores de dano oxidativo

Se utiliza técnica colorimétrica para cuantificar los niveles de
productos de oxidacion avanzada de proteinas presentes en plasma medidos a

una longitud de onda de 340 nm. 37

5.6.10 Cuantificacion de TNF-a e Interleuquina 6

Se realiz6 mediante ELISA comercial, eBioscience Viena, Austria, segun

instrucciones del fabricante.

5.6.11 Proteina C Reactiva

La cuantificacion de PCR en plasma se realizo mediante ELISA. (38)

5.6.12 Cuantificacion de antigeno (FYW:AG) y Prueba de unién a colageno
del FYW

Técnica ELISA tipo directo para cuantificar los niveles de
concentracion de FVYW y modificada para la prueba de unién a Colageno (PUC)
desarrollado en el Laboratorio de Hemostasia y Trombosis segun Siekmann J.
et al %9,

5.6.13 Cuantificacion de Fibrinégeno

Test para la determinacion cuantitativa de Fibrinbgeno por el método
de Clauss, en plasma humano citratado en equipo ACL TOP para los Sistemas

de Coagulacion IL. Milano, Italia.
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5.6.14 Proteina C

Test cromogénico automatizado para la determinacién cuantitativa de
la Proteina C en plasma humano citratado en equipo ACL TOP para los

Sistemas de Coagulacion IL. Milano, Italia.

5.6.15 Antitrombina Ill

Test cromogénico automatizado para la determinacion cuantitativa de
Antitrombina Ill en plasma humano citratado en equipo ACL TOP para los

Sistemas de Coagulacion, Aniara, Francia.
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5.7 Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con Software
GraphPadPrism 5. Se utilizé prueba t-student, para determinar diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los grupos cuando la
distribucion de datos sea normal y prueba de suma de rangos Wilcoxon, no
paramétrica aplicada a dos muestras independientes cuando las muestras no
se distribuyan de forma normal. Se consideré como un valor estadisticamente

significativo a todo aquel que presenté un p < 0,05.

Se utilizd analisis descriptivo para evaluar la distribucién de las
variables en estudio a partir de medidas de dispersion, graficas y tabla de

frecuencia.
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CAPITULO N°6: RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de la poblacion

En la tabla N°2 se muestran los resultados obtenidos de los participantes
en este estudio separados en dos grupos: pacientes diabéticos tipo 2 y grupo
de controles sanos, ambos grupos presentan una media de edad de alrededor

de los 55 a 56 arios.

Se pueden observan diferencias significativas entre ambos grupos tanto
en los valores de glicemia como de hemoglobina glicosilada. Mientras que los
controles presentan un mayor recuento plaquetario y aumento en los niveles de

colesterol total y LDL.

Se describe ademas que los pacientes diabéticos se encontraban
separados por pacientes diabéticos con y sin evento cardiovascular. Ademas
del uso de medicamentos como hipoglicemiantes y estatinas por parte del
grupo con DM2.

Por otra parte en ambos grupos no se observa problemas en las pruebas

de coagulacién y de funcion renal.
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DM2 Control P

n=15 n=15 <0,05

Genero(M/F) 11/4 11/4
cEC/sEC 12/3 0/15
Estatinas (Si/No) 12/3 1/14
HPO (Si/No) 14/1 0/15
Insulina (Si/No) 7/8 0/15
Edad (afnos) 57,446,5 5545,5

(40-65) (40-62)
Cintura (cm) 101,2+6,3 95,8+13,1 NS
IMC(Kg/m?) 28,7+10,2 26,7+2,5 NS
Hematocrito (%) 42,8+3,7 44,4+2.8 NS
R. Plaquetario 230,8+48,6 284,5+45,4 *
(x10*’mm?3)
HbA1c (%) 8,5+2,3 5,7+0,3 **
Glicemia (mg/dL) 162,2+52,4 96,8+8,6 >
Creatinina(mg/dL) 0,76+0,2 0,80+0,1 NS
CK 136,6+88,1 144,8+101,7 NS
Colesterol Total 142,9+37 1 212,8+46,7 *
(mg/dL)
LDL-Colesterol(mg/dL) 71,3+23,3 128,1+41,4 **
HDL-Colesterol(mg/dL) 44,1+9,7 47,8+13,3 NS
TG-Colesterol(mg/dL) 159,4+90,0 184,6+110,6 NS
VLDL- 31,8+17,9 36,8+22,3 NS
Colesterol(mg/dL)
PT (s) 10,6+0,5 10,7+0,3 NS
TTPA (s) 28,5+3,1 28,6+3,6 NS

Tabla N°2: Caracteristicas de la poblacion. Se observan los resultados bioquimicos de pacientes
diabéticos y controles normales pareados en sexo y edad, cEV: con evento Cardiovascular; sEC: sin
evento Cardiovascular HPO: hipoglicemiante oral. Se muestran los promedios + las desviaciones estandar.




6.2 Funcién plaquetaria

Para evaluar la funcion plaquetaria se realizaron dos técnicas, la
agregacion plaquetaria a concentraciones subumbrales de agonistas
plaquetarios y luego la secrecidn de serotonina determinada como porcentaje

del contenido inicial de serotonina plaquetaria.

En cuanto a la agregacién plaquetaria se evalué la agregacion maxima
obtenida en cada muestra y el area bajo la curva de esta agregacion. En la
Figura N°3, Panel A: se observa una pequefa diferencia cuando se evalua el
area bajo la curva de PRP sin estimulo. Panel B: no hay significancias

estadisticas relevantes en cuanto a la agregacion maxima.
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Figura N°3: Agregacion plaquetaria con agonistas en concentraciones sub umbrales: Panel A: Area bajo
la curva (AUC). Panel B Agregacién maxima. NS: Plaquetas no estimuladas. AA: Araquidonato. EPI:
Epinefrina. ADP: Adenosin Di Fosfato. COL: Colageno. RIS: Ristocetina. (* p<0,05; n= 15).
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En la Figura N°4 se muestra la secrecion de serotonina plaquetaria (5HT)
obtenida de cada agregado plaquetario previa estimulacion con
concentraciones subumbrales de agonistas plaquetarios; No hay diferencias

significativas entre ambos grupos.
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Figura N° 4: Porcentaje Secrecion plaquetaria de serotonina. AA: Araquidonato. EPI: Epinefrina. ADP:
Adenosin Di Fosfato. COL: Colageno. RIS: Ristocetina. (n=15)
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6.3 Citometria de flujo

Se evaluo la activacién plaquetaria in vivo, mediante la determinacion
de unién de anexina V a fosfatidilserina expuesta en la cara externa de la
plaqueta y la expresion sobre la membrana de P-selectina, proteina de granulos
alfa plageutarios. En el panel A de la Figura N°5 se observa el porcentaje de
plaquetas con evento positivo (evento +) ya sea para anexina V o P-selectina,
ambos casos comparando el control versus el paciente diabético. En cuanto a la
anexina V no se encontré una diferencia significativa entre estos dos grupos,
mientras que en la medicién de P-selectina si la hubo entre los controles y los

pacientes diabéticos.

Por otra parte en el panel B se observan las mismas variantes de
anexina V y P-selectina pero esta es vez se midid la intensidad media de
fluorescencia de las muestras. En donde se observa una diferencia significativa

entre las variables estudiadas de ambos grupos.
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Figura N°5: Citometria de Flujo. Panel A: % de plaquetas con evento +. Panel B: Intensidad de
fluorescencia de las muestras. (*p<0,5; **p<0,01; n=15)
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6.4 Marcadores de inflamacion y estrés oxidativo

Los pacientes con Diabetes Mellitus Il se caracterizan por presentar
un estado pro inflamatorio crénico, es por esto que se determinaron los niveles
de hsPCR a través de Elisa para concentraciones bajas de PCR (PCR
ultrasensible), citoquinas inflamatorias como la IL-6, TNF-a y un marcador de

estrés oxidativo como los productos de oxidacién de proteinas AOPP.

En el Figura N° 6, en los paneles A, B y C, se muestran los
resultados obtenidos para las diferentes pruebas. No se encontraron diferencias
significativas en PCR ultrasensible (Panel A), concentracién de IL-6 (Panel B) o

en niveles de TNF-a (Panel C) en los grupos en estudio.
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Figura N°6: Marcadores de Inflamacion. Panel A: Concentracion de PCR (Proteina C reactiva). Panel B:
Concentracion plasmatica de Interleuquina 6. IL-6 (Interleuquina 6). Panel C: Concentracion de TNF- a
(Factor de necrosis tumoral a). (n=15)
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En la Figura N° 7 se muestra el marcador de estrés oxidativo AOPP.

No se observaron diferencias estadisticas significativas entre pacientes con

DM2 y controles.

=

@  300-

£

S

o

(]

O 2004

O

(]

3 — —

o  100-

=

E

a.

S o .

< 3
\30

Figura N°7: Marcadores de estrés oxidativo: Concentracién de AOPP. (n=15)
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6.5 Marcadores de daino endotelial

Para evaluar el dafio endotelial se midi6 la cantidad de FYW 'y su funcionalidad
mediante |la prueba de unién a colageno (PUC) como se muestra en la Figura
N°8.

Se observa en el panel A un aumento estadisticamente significativo en los
niveles de FYW: Ag en pacientes DM2 con respecto a controles. Por otra parte
en el panel B, no se observa diferencia en la actividad del FYW determinada
como PUC.
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Figura N°8: Marcadores de dafio endotelial . Panel A: concentracion antigeno FvW plasmatico. Panel B:
Unién de FYW a colageno (CBA). (** p< 0,01; n=15).
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6.6 Cuantificacion de Fibrinégeno

El fibrindgeno plasmatico se midid segun el Método de Clauss. No se

obtuvo diferencias significativas entre los grupos en estudio.
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Figura N°9: Concentracion de Fibrindgeno. Determinada por técnica de Clauss en pacientes DM2 y
Controles. (n=15)
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6.7 Inhibidores de la coagulacién

La cascada de coagulacién posee inhibidores que permiten frenar
este proceso para evitar procesos protrombdticos, este es el caso de la
Proteina C, encargada de inhibir al Factor V, VIl y la AT Illl, encargada de

unirse a la trombina e inhibir su accion.

En la Figura N°10 se observa el porcentaje de concentracion de la
Proteina C, no se obtuvo diferencias de significancia estadistica entre los

grupos en estudio.
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Figura N°10: Porcentaje de concentracion de Proteina C coagulante. (n=15)
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En cuanto al inhibidor AT Ill, se muestra el porcentaje de

concentracion plasmatica en la Figura N° 11, al igual que la Proteina C no se

encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura N°11: Porcentaje de concentracion de AT lll plasmatica. (n=15)
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6.8 Actividad fibrinolitica en pacientes con DM tipo Il y controles

En la Figura N°12 se muestra los resultados obtenidos para la actividad
fibrinolitica en PLP y en PRP estimuladas y no estimuladas con agonistas
plaquetarios, con el test global de medicién de actividad fibrinolitica, técnica
descrita por Lisman et al “% y modificada por Panes et al “") de los individuos
en estudio. No observamos diferencias significativas entre pacientes y el grupo

control.
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Figura N° 12: Tiempo Lisis del Coagulo, en PLP y plaquetas activadas con agonistas plaquetarios. RIS:
Ristocetina. TRAP: Péptido activador del receptor de trombina. (n=15)
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Se evaluaron las concentraciones del PAI-1 este es el encargado de
propiciar la inhibicion del Activador del plasminégeno y evitar la degradacion de
la malla de fibrina dando inicio a la fibrindlisis. En pacientes DM2 se describe un
aumento en los niveles de PAI-1, por eso se determind sus niveles en el grupo
en estudio. Se observa en la Figura N°13 que las concentraciones de esta
variable no muestran diferencias entre el grupo control y el de pacientes con
DM tipo II.
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Figura N°13: Concentraciones del PAI-1. (n=15)

6.9 Generacion de trombina ex vivo e in vivo

Para determinar si existe en estos pacientes un aumento se evaluo la
generacion ex vivo de trombina. Para esto se realiz6 una prueba en la cual se
midio la generacidn de esta en PRP sin estimular (SF) estimulado con RIS y
TRAP. Se analizaron tres parametros entregados por la técnica de Generacion
de trombina automatizado (CAT): ETP, PEAK y el Vi. Para mantener la fidelidad
de la técnica y de los reactivos utilizados se utilizd un pool normal en cada

ensayo con el fin de estandarizar y validar los resultados obtenidos.
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El analisis del ETP no resulté ser estadisticamente diferente entre

pacientes DM2 y controles (Figura N°14).
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Figura N°14: Generacidon de trombina; Potencial endégeno de producir trombina (ETP). SF: No
estimuladas. RIS: Ristocetina. TRAP: Péptido analogo del receptor de trombina. FT: plasma libre de
plaquetas con Factor Tisular 5pM. (n=15)
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La determinacion del Peak alcanzado, se observé una disminucion
significativa en los pacientes con DM2 en relacion al grupo control, tanto en las
plaquetas estimuladas con TRAP, como en el PLP al cual se le anadié Factor
Tisular con el fin de propiciar la generacion de trombina en una suspension libre

de plaquetas (Figura N°15).
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Figura N°15: Generacién de trombina; PEAK:Maxima generacion de trombina. SF: Suero Fisioldgico. RIS:
Ristocetina. TRAP: Péptido analogo del receptor de trombina. FT: Factor Tisular (5pM). Plaquetas
estimuladas y no estimuladas. (*p<0,05; **p<0,01; n=15).
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Finalmente se observa una disminucion estadisticamente significativa
en el Vi de la generacién de trombina en los pacientes con DM2 versus su

controles sanos. (Figura N°16)
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Figura N°16: indice de velocidad de generacioén de trombina, SF: PRP no estimulado; RIS: estimulado con
Ristocetina. TRAP: estimulado con TRAP; FT: PLP con TF 5pM. (*p<0,05; **p<0,01; n=15).
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En cuanto a la Generacién de trombina in vivo fue medida mediante
la formacion de complejos trombina-antitrombina. En la Figura N° 17, se aprecia
la concentracion de estos complejos tanto en pacientes con DM2 y de grupo

control. No hubo diferencias significativas.
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Figura N°17: Concentracién de complejos trombina-antitrombina. TAT: Trombina-Antitrombina.
(n=15)
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6.10 APC-FT

La APC-TF, se midi6 en plaquetas lavadas en condiciones Basales o
no estimuladas, estimuladas con FYW mas RIS y en plaquetas estimuladas con
TRAP. Se observa la Figura N°18 los resultados de los controles y de pacientes
diabéticos. No se encontré diferencias significativas en ninguno de las tres

condiciones en que se realizo el estudio.
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Figura N°18: Actividad procoagulante dependiente de FT Plaquetario. Generacién de FXa en plaquetas
no estimuladas (Basal), estimuladas con FYW (11U/mL) mas Ristocetina (1,2 mg/mL) (FVW) o estimuladas
con TRAP 10 uM. (n=15).
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CAPITULO N°7: DISCUSION

En esta unidad de investigacidon quisimos estudiar pacientes con DM
tipo Il, quienes presentan un estado protrombotico aumentado, el que se asocia
a una alta prevalencia de enfermedad cardiovascular y causa de muerte. En

este tipo de pacientes existe un aumento en la actividad de FT plaquetario.

Para esto reclutamos pacientes con DM tipo Il y controles que se
declararon sanos, a los cuales se procedid a determinar diferentes marcadores
de activacién plaquetaria, dafio endotelial, marcadores de inflamacion,
marcadores de generacion de trombina in vivo y actividad de FT plaquetario ex

vivo mediante Generacion de Trombina y APC-TF en plaquetas lavadas.

Sabemos que la poblacion chilena tiene un alto indice de obesidad
en la poblacion adulta y se desconoce el nimero real de diabéticos por falta de
control. Tras analizar los examenes bioquimicos de nuestra poblacion control
pareada por sexo y edad con nuestro grupo de estudio, encontramos que la
gran mayoria de nuestros controles se encuentran en el rango de pre-diabéticos
debido a que a pesar de poseer glicemias normales su hemoglobina glicosilada

mostrd niveles superiores al rango considerado como normal (menor de 5,5 %).

Los pacientes diabéticos reclutados presentaron valores de glicemia
y hemoglobina glicosilada elevados propios de esta enfermedad, dentro del
rango esperado para pacientes en control glicémico, ya que incluyé a aquellos
que estaban con tratamiento hipoglicemiante y/o con Insulina para determinar si

el tratamiento estaba influyendo en la APC-FT plaquetaria.
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No pudimos confirmar el aumento de marcadores inflamatorios dafio
endotelial, estrés oxidativo e hiperactividad plaquetaria en pacientes con DM
tipo 2 (10.11.14) " descrito por otros autores, probablemente debido a la influencia
también de las estatinas, que se sabe disminuyen la funcién plaquetaria y los

marcadores de inflamacion en pacientes hipercolesterolémicos (2.

Por otro lado, si bien es cierto los niveles de dafio presentes en
pacientes con hipercolesterolemia no disminuyen a los niveles normales,
presentando una leve elevacion, la utilizacion de un grupo control, que segun
datos de laboratorio, podrian catalogarse como pre-diabeticos, podria dar
cuenta de la ausencia de diferencias observadas en nuestros analisis

estadisticos de los datos obtenidos.

Si bien, no se encontraron diferencias significativas, no podemos
descartar que nuestro grupo de pacientes no se encuentra en con algun tipo de
dafio o inflamacién, ya que el grupo control presenta valores elevados de estos
en comparacion a los valores de referencia establecidos por el laboratorio en

estudios anteriores.

Encontramos que los pacientes diabéticos in vivo si poseen una
activacion plaquetaria dada por el aumento de exposicion de P-selectina, la que
no se ve reflejada en las pruebas ex vivo, debido probablemente a que podrian

encontrarse refractarias a una activacion ex vivo.

Si bien se encontré una diferencia significativa entre ambos grupos
en cuanto a la activacién plaquetaria in vivo, esta activacion probablemente
estaria dada el de dano endotelial de estos pacientes, ya que presentaron

valores aumentados de FVW con respecto a los controles.

El aumento de FVW plasmatico seria reflejo de activacion o dano de
células endoteliales, que seria suficiente para activar in vivo las plaquetas, sin

embargo, esta activacién resultaria en plaquetas anérgicas a una activacién ex
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vivo lo que explicaria la disminucién en la funcién plaquetaria y en generacion

de trombina.

En cuanto al tema central de nuestra investigacion, la actividad pro
coagulante dependiente de factor tisular plaquetario (APC-FT), no encontramos
diferencias significativas con respecto al grupo control, dado probablemente por

el uso de estatinas en la mayoria de los pacientes DM2 reclutados.

Estudios realizados en el laboratorio de Hemostasia y Trombosis de
la Pontificia Universidad Catélica de Chile, han mostrado que el uso de
estatinas (Atorvastatina y Rosuvastatina) “2) disminuye la APC-TF, aunque no a

los niveles de controles normales.

Se ha descrito ademas que altos niveles de colesterol en especial de
Low Density Lipoprotein (LDL) se acompafian de una aumentada actividad
procoagulante “3). Los controles estudiados tienen un nivel aumentado de
colesterol total y colesterol LDL, lo que podria explicar en cierto modo porque

nuestros grupos no poseen diferencias significativas.

Estudios han encontrado ademas que efectos en el control de
hiperglicemia o de hiperinsulinemia afectan la APC-FT, este estudio fue
realizado en lisados de membrana de sangre total y se observan diferencias
significativas entre pacientes controlados y no controlados. Los resultados ¢4
demuestran que pacientes no controlados poseen mayor actividad
procoagulante en comparacion a pacientes normo-glicémicos e hiper-

insulinemicos y normo-glicémicos, normo-insulinemicos.

Por tanto para responder en forma correcta la hipotesis de este
trabajo, proponemos reclutar pacientes DM2 sin uso de estatinas o controlar
estos mismos pacientes sin el uso de estas y tomar una nueva muestra
realizando un estudio para determinar si la glicemia es el factor independiente

de riesgo cardiovascular o la hipercolesterolemia.
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Otra posibilidad es reclutar pacientes diagnosticados con DM tipo II,
previo a todo tratamiento y hacer un seguimiento post-tratamiento con

hipoglicemiante.

Cambio o restriccidon en el nivel de hemoglobina glicosilada, utilizado

para considerar el grupo control.

Ademas, proponemos aumentar el numero de pacientes con DM2 y
controles reclutados, para aumentar la confianza de los test estadisticos

utilizados.

55



CAPITULO N°8: CONCLUSION

No se encontr6 aumento de la actividad pro coagulante
dependiente de factor tisular en plaquetas de pacientes diabéticos
controlados en comparacion a nuestro grupo control.

El buen manejo de los pacientes diabéticos con hipoglicemiantes
orales y estatinas, disminuye los niveles de los factores de riesgo
tradicional de hipecoagulabilidad, lo que podria traducirse en un
menor riesgo de sufrir eventos cardiovasculares en estos

pacientes.
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ANEXOS

Anexo N°1: Aprobacién del Comité de Etica.
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Anexo N°2:

Consentimiento informado pacientes con y sin eventos cardiovasculares y

controles sanos.

3
DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Pacientes con Diabetes Mellitus 2 con eventos Cardiovasculares
Nombre del Actividad pro coagulante del factor tisular plaquetario en pacientes con

Estudio: diabetes mellitus
Sigla Protocolo: (FT-DM)

Patrocinador del
Estudio / Fuente  Departamento de Enfermedades Cardiovasculares, Pontificia Universidad
Financiamiento:  Catdlica de Chile

Departamento de Hematologia y Oncologia

i TERSIDAD CATRY
Investigador o B S
Responsable: Dr. Luis Quifiifiir Salvatici {09-61400056) EN INVESTIGACION

Dr. Ramén Corbalan / Dr. Diego Mezzano

El propdsito de esta informacidn es ayudarle a tomar la decisién de participar, -0 no-, en una investigacién
médica.

Tome el tiempo que requiera para decidirse, lea cuidadosamente este documento y hagale las preguntas
que desee al médico o al personal del estudio que en este momento se encuentra junto a Ud.

Este estudio estd siendo financiado a través de fondos asignados por el Departamento de Enfermedades
Cardiovasculares de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile a sus becados en
formacién.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Las plaguetas son células de la sangre que tienen un rol muy importante en la coagulacion. Las plaquetas
pueden fabricar una molécula llamada Factor Tisular, el cual podria tener un rol en los procesos de
formacién de trombos en las arterias coronarias o cerebrales, lo que es mas frecuente en pacientes.
diabéticos.

El propésito de este estudio es determinar si existen diferencias en la actividad de una proteina llamada
Factor Tisular producida por las plaquetas y comparar diferencias en pacientes Diabéticos con enfermedad
cardiovascular, Diabéticos sin enfermedad cardiovascular y en pacientes sin historia de enfermedad.

Usted ha sido invitado a participar en este estudio porque es un paciente diabético que ha tenido
enfermedad cardiovascular, como un infarto agudo al miocardio. En este caso usted servird para comparar
esta funcién de las plaguetas con sujetos que no han tenido enfermedad cardiovascular.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

e En el consultorio o en el Hospital se le explicara la i i6n y —si desea p par en este-

deberd firmar este documento de consentimiento.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014,

Pontificia Universidad Catélica de Chile
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* Sera citado una mafiana al Centro de Investigacién Clinica de la Universidad Catdlica (CICUC)

Debe asistir en ayuno, no puede consumir alimentos 8 horas antes del control. Puede tomar agua y

debe continuar consumiendo todos sus medicamentas, excepto la aspirina.

Si usted usa Aspirina esta debe ser suspendida 5 dias antes del control

Serd evaluado por un Médico residente de Cardiologia, quien revisara sus antecedentes clinicos.

Mediante una puncién venosa se extraeran 40cc de sangre por tinica vez (2/3 de taza chica de café)

La extraccidn de las muestras de sangre es igual que para cualquier examen de laboratorio clinico,

el procedimiento demora alrededor de 10 minutos

Se le dara un desayuno posterior a la toma del examen

Se le entregard ayuda financiera para asistir a este control (52000 pesos}

Sus muestras de sangre no se utilizaran para estudios genéticos

Sus muestras de sangre no se usaran en estudios posteriores, y si, por alguna razén fuera necesario

hacer otras determinaciones, le solicitaremas un nuevo consentimiento.

* las muestras ya utilizadas serdn eliminadas de inmediato o se conservan hasta el fin del proyecto
de investigacién. Sus muestras de sangre estaran bajo la custodia del Dr. Diego Mezzano, en el
laboratorio de hemostasia y trombosis UC.

* los resultados obtenidos en el estudio de su sangre le serdn informados a Ud. personalmente si asi
lo requiere o al médice que Ud. designe.

. s o e .

\“\._.,easnw CArgy
GV COMITE DE. awca%@
= EN INVESTIGACION
S cEwEDuc
: SKVA?‘ROBADO\@»‘
Usted no tendré beneficios por participar este estudio. Sin embargo, la informacién quese.obte
utilidad para conocer mds acerca del funcionamiento de las plaguetas en pacientes diabéticos

eventualmente podria beneficiar a otras personas con su misma condicién mas adelante.

BENEFICIOS

RIESGOS

Los tnicos riesgos son los relacionados con la puncién venosa, pudiese experimentar dolor, aparicién de
equimosis (moretdén) y muy rara vez infeccion en el sitio de puncion,

Costos

Los costos derivados por su participacién en este estudio no recaeran, bajo ninguna circunstancia en Ud.
Este estudio no cubre los costos asociados al manejo médico habitual de su condicién de salud actual,

‘CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION
La informacién obtenida se resguardaré de forma confidencial y anénima. Su nombre al momento del andlisis
de los datos, serd reemplazado por un cédigo. La informacién clinica de Ud. ingresara a una base de datos

comiin para su andlisis posterior.

Es posible que los resultados obtenidos sean presentados en revistas y conferencias médicas, sin embargo,
su nombre jamds serd conocido por la comunidad.

VOLUNTARIEDAD

Su participacién en esta investigacién es completamente voluntaria.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014,

Pontificia Universidad Catdlica de Chile
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Usted tiene el derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta investigacién
en el momento que lo estime conveniente. Al hacerlo, usted no pierde ningin derecho que le asiste como
paciente de esta institucién y no se verd afectada la calidad de la atencion médica que merece.

Si usted retira su consentimiento, sus muestras de sangre, serén eliminadas y la informacién obtenida no
serd utilizada.

PREGUNTAS

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o llamar al Dr, Luis Quififiir,
Investigador Responsable del estudio, al teléfono celular 9-61400056, Irquininir@uc.cl

Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacién médica, usted puede
llamar a la Dra. Beatriz Shand Klagges, Presidente del Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catélica de Chile, al teléfono 2354-8173, o enviar un correo electrénico a:

etica.investigacion@med.puc.cl

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

s Se me ha explicado el propdsito de esta investigacién médica, los procedimientos, los riesgos, los
beneficios y los derechos que me asisten y que me puedo retirar de ella en el momento que lo desee.

« Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado o forzada a hacerlo.
« No estoy renunciando a ningiin derecho que me asista.

* Se me ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participacién esta investigacion médica
segun mi parecer y en cualquier momento que lo desee.

«  Yoautorizo al investigador responsable y sus colaboradores a acceder y usar los datos contenidos en
mi ficha clinica para los propésitos de esta investigacién médica.

s Al momento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento.

FiIRMAS
. Participante: Nombre
ngp.wm
. g 3
Firma y fecha (" st AL
5 £1NED LG ‘%.
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. Investigador: Nombre 8

Firma y fecha
. Director de la institucion o su Delegado:

Nombre

Firma y fecha
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Controles Sanos

Nombre del Actividad pro coagulante del factor tisular plaquetario en pacientes con
Estudio: diabetes mellitus

Sigla Protocolo:  (FT-DM)

Patrocinador del L
Estudio / Fuente  Departamento de Enfermedades Cardiovasculares, Pontificia Universidad
Financiamiento:  Catdlica de Chile

Departamento de Hematologfa y Oncologfa
Investigador
Responsable: Dr. Luis Quifiifiir Salvatici (09-61400056)

Dr. Ramén Corbalan / Dr. Diego Mezzano

El propésito de esta informacién es ayudarle a tomar la decisién de participar, -0 no-, en una investigacién
médica.

Tome el tiempo que requiera para decidirse, lea cuidadosamente este documento y hagale las preguntas
que desee al médico o al personal del estudio que en este momento se encuentra junto a uUd.

Este estudio estd siendo financiado a través de fondos asignados por el Departamento de Enfermedades
Cardiovasculares de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile a sus becados en
formacion.

(OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Las plaquetas son células de la sangre que tienen un rol muy importante en la coagulacion, Las plaguetas
pueden fabricar una molécula llamada Factor Tisular, el cual podria tener un rol en los procesos de
formacién de trombos en las arterias coronarias o cerebrales, lo que es mds frecuente en pacientes
diabéticos.

El propésito de este estudio es determinar si existen diferencias en la actividad de una proteina llamada
Factor Tisular producida por las plaquetas y comparar diferencias en pacientes Diabéticos con enfermedad
cardiovascular, Diabéticos sin enfermedad cardiovascular y en pacientes sin historia de enfermedad.

Usted ha sido invitado a participar en este estudio porque se considera una persona sana y acepta
participar voluntariamente en el proyecto arriba enunciado como control sano. En este caso usted servird
como un individuo sano para comparar esta funcién de las plaguetas con enfermos que tienen Diabetes
Mellitus.

PROC 05 DE LA 10N

« En el consultorio o en el Hospital se le explicara la investigacion y - si desea participar en este-
debera firmar este documento de consentimienta.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014.

Pontificia Universidad Catélica de Chile

67



7

Ser4 citado una mafiana al Centro de Investigacion Clinica de la Universidad Catélica (CICUC)

Debe asistir en ayuno, no puede consumir alimentos 8 horas antes del control, Puede tomar agua y

debe continuar consumiendo todos sus medicamentos, excepto la aspirina.

Si usted usa Aspirina esta debe ser suspendida 5 dias antes del control

Seré evaluado por un Médico residente de Cardiologla, quien revisara sus antecedentes clinicos.

Mediante una puncidn venosa se extraerdn 40cc de sangre por Unica vez (2/3 de taza chica de café)

La extraccién de las muestras de sangre es igual que para cualquier examen de laboratorio clinico,

el procedimiento demora alrededor de 10 minutos

Se le dara un desayuno posterior a la toma del examen

Se le entregara ayuda financiera para asistir a este control (52000 pesos)

Sus muestras de sangre no se utilizaran para estudios genéticos

Sus muestras de sangre no se usarén en estudios posteriores, y si, por alguna razon fuera necesario

hacer otras determinaciones, le solicitaremos un nuevo consentimiento.

o Las muestras ya utilizadas seran eliminadas de inmediato o se conservan hasta el fin del proyecto
de investigacién. Sus muestras de sangre estardn bajo la custodia del Dr. Diego Mezzano, en el
laboratorio de hemostasia y trombosis UC.

o Los resultados obtenidos en el estudio de su sangre le serdn informados a Ud. personalmente si asi

lo requiere o al médico que Ud. designe. O
7 COMITE DE ETIGA 4%

7 £NINVESTIGACION .
BENEFICIOS & crweouc g ‘?_! L3
 APROBADO
e
Usted no tendré beneficios por participar este estudio. Sin embargo, la informac Gh dGE%E obtendrd serd de

utilidad para conocer més acerca del funcionamiento de las plaquetas en pacientes diabéticos
eventualmente podria beneficiar a otras personas con su misma condicion mas adelante.

RIESGOS

Los tinicos riesgos son los relacionados con la puncién venosa, pudiese experimentar dolor, aparicién de
equimosis (moretén) y muy rara vez infeccién en el sitio de puncidn.

Costos

Los costos derivados por su participacién en este estudio no recaerdn, bajo ninguna circunstancia en Ud.
Este estudio no cubre los costos asociados al manejo médico habitual de su condicién de salud actual.

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION
La informacién obtenida se resguardaré de forma confidencial y anénima. Su nombre al momento del analisis
de los datos, seré reemplazado por un c6digo. La informacién clinica de Ud. ingresara a una base de datos

comin para su andlisis posterior.

Es posible que los resultados obtenidos sean presentados en revistas y conferencias médicas, sin embargo,
su nombre jamds seré conocido por la comunidad.

VOLUNTARIEDAD

Su participacién en esta investigacién es completamente voluntaria.
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Usted tiene el derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta investigacién
en el momento que lo estime conveniente. Al hacerlo, usted no pierde ningin derecho que le asiste como
paciente de esta institucién y no se veré afectada la calidad de la atencién médica que merece.

Si usted retira su consentimiento, sus muestras de sangre, seran eliminadas y la informacién obtenida no
serd utilizada.

PREGUNTAS

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o llamar al Dr. Luis Quifiifiir,
Investigador Responsable del estudio, al teléfono celular 9-61400056, Irquininir@uc.cl

Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacion médica, usted puede
llamar a la Dra. Beatriz Shand Klagges, Presidente del Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, al teléfono 2354-8173, o enviar un correo electrénico a:
etica.investigacion@med.puc.cl

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

« Se me ha explicado el propdsito de esta investigacién médica, los procédimientos, los riesgos, los
beneficios y los derechos que me asisten y que me puedo retirar de ella en el momento que lo desee.

« Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado o forzada a hacerlo.
# No estoy renunciando a ningln derecho que me asista.

« Se me ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participacidn esta investigacién médica
segtin mi parecer y en cualguier momento que lo desee.

* Yo autorizo al investigador responsable y sus colaboradores a acceder y usar los datos contenidos en
mi ficha clinica para los propdsitos de esta investigacion médica.

« Almomento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento.

FIRMAS
. Participante: Nombre
Firma y fecha
. Investigador: Nombre
Firma y fecha
. Director de la institucién o su Delegado:

Nombre

Firma y fecha
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