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RESUMEN

La diabetes mellitus se asocia al aumento de riesgo de eventos
cardiovasculares debido a que produce diversas alteraciones que llevarian a un
estado protrombotico, tales como: cambios en la funcidn plaquetaria, dafo
endotelial, aumento de los mediadores inflamatorios (TNFa, IL-1, IL-6 y otros) y

del Factor Tisular plasmatico.

Dentro de las alteraciones nombradas, una de las principales es la
que compromete la funcion plaquetaria, ya que las plaquetas tienen un rol
predominante en la hemostasia, debido a que aportan una barrera fisica que
impide la pérdida de sangre y participan en las etapas iniciales de formacion del

trombo.

El factor tisular tiene un papel critico en la hemostasia,
especialmente en la iniciacion de la coagulacion. Tradicionalmente se ha
considerado a los monocitos o células mononucleares de sangre periférica
como fuente predominante de factor tisular, sin embargo, nuevas
investigaciones indican la relevancia de las plaquetas en la expresion y aporte
de factor tisular activo. Por esta razén estudiamos la actividad procoagulante
dependiente de factor tisular plaquetario en pacientes con diabetes mellitus
tipo Il y que ademas hayan estado asociados a eventos cardiovasculares, para
determinar si la hipercoagulabilidad se debe al aporte de factor tisular circulante

por parte de las plaquetas.

Se estudiaron 20 pacientes con Diabetes Mellitus tipo Il con eventos
cardiovasculares, 16 pacientes con diabetes mellitus tipo Il sin eventos
cardiovasculares y 15 controles sanos, pareados por sexo y edad. A los tres
grupos se les determind la actividad procoagulante dependiente de factor tisular
en plaquetas lavadas y generacion de trombina en plasma rico en plaquetas

activadas con agonistas plaquetarios. Ademas se realizaron estudios de funcion
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plaquetaria, marcadores plasmaticos de activacion de la coagulacion,

inflamacion, dafio endotelial y estrés oxidativo.

No se obtuvo diferencia significativa en marcadores de inflamacion,
dafo endotelial y estrés oxidativo ni en la actividad procoagulante dependiente
de factor tisular plaquetario entre ambos grupos. Sin embargo, la medicion de
generacion de trombina, tiempo de lisis del coagulo, funcién plaquetaria y
Anexina V (citometria de flujo) mostré diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos en estudio.

El tratamiento con estatinas pudo influir en la escasa diferencia
encontrada en los parametros estudiados para los distintos grupos, ya que
estos medicamentos disminuyen tanto los parametros de inflamacion como de

APC-TF en plaquetas.

Palabras claves: Diabetes, Factor Tisular, Hipercoagulabilidad



CAPITULO N°1: INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

1.1 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabdlico de multiples
etiologias, caracterizado por hiperglicemia cronica con alteraciones en el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas y que resulta de defectos
en la secrecién y/o en la accion de la insulina M La hiperglicemia cronica de la
diabetes se asocia a largo plazo con disfuncién e insuficiencia de diversos
organos, especialmente de los ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos

sanguineos ®.

Los signos y sintomas de la hiperglicemia marcada incluyen poliuria,
polidipsia, pérdida de peso, a veces con polifagia y visidn borrosa. También
puede estar acompafiada por deterioro del crecimiento y la susceptibilidad a
ciertas infecciones . Los pacientes con diabetes tienen una mayor incidencia
de alteracion cardiovascular aterosclerética, arterial periférica y enfermedad

cerebrovascular ().

Existen tres tipos de diabetes: DM tipo I, tipo Il y la diabetes
gestacional. La DM tipo | se caracteriza por una produccién deficiente de
insulina y requiere la administracién diaria de esta hormona . La DM tipo Il es
una enfermedad metabdlica créonica que resulta de defectos tanto en la
secrecion de insulina como en la accién de la insulina . La diabetes
gestacional es una alteracion en el metabolismo de los hidratos de carbono de
gravedad variable que se inicia o se detecta por primera vez durante el

embarazo ©.

En el presente estudio nos enfocaremos en pacientes con DM tipo |I.

La DM tipo Il se ve asociada en gran parte al estilo de vida de la poblacion,



siendo los principales factores de riesgo el sedentarismo, obesidad, mala
alimentacién e hipertension arterial, entre otras ©. Para poder diagnosticar la
diabetes se debe cumplir con al menos uno de los criterios enumerados en la
Tabla N° 1. La glicemia se determina en plasma venoso por métodos
enzimaticos y la hemoglobina glicosilada (HbA1c) siguiendo un método trazable

al de la International Federation of Clinical Chemistry .

Tabla N° 1: Criterios para el diagnéstico de diabetes

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

poliuria, polidipsia, polifagia, etc.

Glicemia en ayunas (al menos durante 8 horas) = 126 mg/dL.

Respuesta a la sobrecarga a la glucosa (75 g) alterada con una glicemia a los 120

minutos post sobrecarga =200 mg/dL.

HbA1c >6,5%. *

Tabla N°1: Criterios para el diagnéstico de diabetes. * En ausencia de niveles inequivocos de
hiperglucemia, los resultados deben ser confirmados por repeticion de pruebas. (Standards of Medical
Care in Diabetes — 2015) ©®

1.2 Hemostasia y alteraciones

La DM esta asociada a disturbios en la hemostasia que pueden
contribuir al desarrollo de una marcada tendencia trombatica, principalmente se
ha observado aumento del fibrindgeno, Factor VIII (FVIIl) y Factor de von

Willebrand (FvW) ©). Estudios realizados demostraron que en la poblacion
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diabética los niveles de inhibidores fisioldgicos de la coagulacién: proteina S
(PS) y antitrombina Ill (ATIIl) son significativamente menores, mientras que, el
inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) presenta niveles
significativamente mayores, lo que confirma la tendencia al estado

protrombético en los  diabéticos (9.

El factor tisular (FT) es una glicoproteina de 47 kDa que esta
conformada por 3 dominios con estructuras y funciones definidas. El dominio o
porcién externa se une al Factor VII (FVII) (tanto en su forma activa como
inactiva) y tiene un rol definitivo en la activaciéon de la coagulacion. El FT tiene
un papel critico en la hemostasia ya que su exposicidén a las zonas vasculares
dafadas juega un rol fundamental como iniciador de la coagulacion. EI FT
forma un complejo con el Factor VIl activado (FVIla) donde es necesaria la
presencia de calcio, de esta manera se inicia una cascada de activaciones
sucesivas de distintos factores ""). El modelo de cascada clasica publicado por
Macfarlane el afio 1964 consistia en una serie de pasos de activacion

proteolitica secuencial *?

en donde la importancia de las células es el aporte de
fosfolipidos anidnicos de la superficie de las plaquetas activadas, en las que se

ensamblan los complejos de la coagulacion (7.

En el nuevo modelo de la coagulacion o modelo celular de la
coagulacion, publicado por Hoffman y otros investigadores, las vias intrinseca y
extrinseca van unidas casi desde el inicio del proceso . EI modelo celular ha
permitido explicar las causas in vivo de las alteraciones y patologias de la
coagulacion (13) este es el modelo que mas se acepta en la actualidad y le da a
las células un papel esencial en el proceso de la coagulacion . Ademas se
propone al FT como el principal activador fisiolégico de la coagulacion (",

dividiendo a la hemostasia en tres etapas:

Iniciacion: Tiene lugar sobre una célula portadora de FT (fibroblasto,
monocito activado, etc.) (. El FT se une al FVII formando un complejo
FT/FVlla (", como consecuencia de esto se activa el Factor X (FX) que permite
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transformar pequefas cantidades de protrombina en trombina en la superficie

celular '? las cuales acttan de manera local ).

Amplificacién: La respuesta coagulante se traslada de la célula
portadora de FT a la superficie de la plaqueta "". Las plaquetas se adhieren a
la superficie subendotelial y son activadas por la trombina formada en la etapa
anterior ", ademas se acumulan factores de la coagulacién activados en su

superficie. "V

Propagacion: Los complejos tenasa y protrombinasa se ensamblan
en la superficie de las plaquetas y se genera trombina a gran escala ', lo que
permite tener una cantidad considerable de fibrina necesaria para estabilizar el

tapdn plaquetario 2.

1.3 Funcioén y disfuncién plaquetaria

Las plaquetas son fragmentos celulares anucleados generados a
partir de megacariocitos. Tienen una vida media de 7 a 10 dias en circulacion.
En condiciones de reposo tienen forma discoide y un tamafo comprendido

entre 2 y 3 ym ¥

. La funciéon principal de las plaquetas es la hemostasia
primaria, formando un trombo en las zonas de dano vascular (18 para ello, las
plaquetas pasan por un cambio conformacional, se adhieren a la superficie
subendotelial, secretan el contenido de sus granulos intracelulares, y se
agregan para formar un trombo en respuesta a estimulos generados en el

endotelio de los vasos sanguineos dafiados (')

Cuando se produce una lesidon endotelial se exponen estructuras
subendoteliales, como el colageno | y lll, a las cuales se adhieren las

plaquetas '8,

El proceso de adhesidén se inicia gracias a la glicoproteina
plaquetaria Ib (GPIb) que se une al colageno y al FvW. La interaccion transitoria

entre el FYW y la GPIb permite que las plaquetas comiencen a —adar” sobre la
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zona dafiada del vaso, lo que trae como resultado que las proteinas contenidas
en la pared vascular (especialmente el colageno) induzcan la activacién de las
plaquetas. Durante esta interaccion entre plaqueta y colageno participan
también la glicoproteina VI (GPVI) y la integrina a2B1. La GP VI también media
la activacion de las plaquetas permitiendo una firme adhesion de las plaquetas
y la secrecion de sustancias procoagulantes y proinflamatorias contenidas en

ellas 9,

Después de la union de las plaquetas al colageno ocurre la expresion
de fosfatidilserina (FS) sobre la membrana plaquetaria, la cual genera una
actividad protrombinasa que aumenta la formacién de trombina '®). La FS es un
fosfolipido de la membrana plaquetaria que se localiza principalmente en la
mitad interna de la bicapa @9 La expresion de FS en las plaquetas activadas
puede ser detectada directamente por la union de anexina-V conjugada con un

fluorocromo mediante la técnica de citometria de flujo @D,

La P-selectina (CD62) es una proteina que se encuentra en la
membrana de los granulos a de las plaquetas en reposo. Cuando las plaquetas
se activan los granulos a plaquetarios liberan su contenido y su membrana se
fusiona con la membrana celular, por lo que esta molécula llega a convertirse
en una proteina que forma parte de la cara externa de la membrana celular. La
cuantificacion de P- selectina es un importante indicador de activacion
plaquetaria y su funcién puede medirse a través del anticuerpo monoclonal anti

CD62P empleando técnicas de citometria de flujo 2.

Algunos estudios sobre agregacion plaquetaria inducida con distintos
agonistas  (ADP, trombina, colageno y fibrindgeno) a diferentes
concentraciones de glicemia, han demostrado que a mayores concentraciones

de glucosa hay mayor incremento de la agregacion plaquetaria %®.

La causa principal de morbimortalidad del paciente diabético es la

arteriosclerosis coronaria y periférica. En estos pacientes se ha encontrado con
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frecuencia la presencia de plaquetas activadas lo que contribuiria a la tendencia

trombotica @Y,

La hiperglicemia cronica produce cambios en la bioquimica y
fisiologia de las plaquetas y contribuye a la hiperactividad plaquetaria propia de
la DM tipo Il. Ocurren dos efectos proaterdégenicos que elevan la actividad
plaquetaria en los sitios de dafio endotelial: la hipersensibilidad plaquetaria a los
agonistas y la hiposensibilidad a los antiplaquetarios terapeuticos. La disfuncién
plaquetaria (hiperactividad y resistencia a la inhibicién por la insulina) junto con
una produccion endotelial menor de PGl;, y 6xido nitrico (ON) elevan el riesgo

aterotrombético de la DM tipo Il (18,

Otra consecuencia de la hiperglicemia es la glicacion no enzimatica
de la membrana plaquetaria que conlleva a la formacién de productos finales de
la glicacion, los cuales alteran la estructura, modifican la permeabilidad

selectiva y generan una dinamica anormal de los fosfolipidos de membrana an,

lo que aumenta la propension de las plaquetas a la activaciéon (29),

1.4 Funcioén y disfuncién endotelial

El endotelio desempefia un papel clave en la regulacién del tono
vascular y el flujo sanguineo. A este respecto, el endotelio produce moléculas
vasodilatadoras tales como ON, prostaciclina, factor de hiperpolarizacion
derivado del endotelio, y vasoconstrictoras incluyendo endotelina-1 y

angiotensina Il .

En los pacientes con DM se han encontrado en plasma niveles
aumentados de marcadores de disfuncién endotelial, como la trombomodulina,
moléculas de adhesién celular, PAI-1, factor de crecimiento endotelial vascular,
lipoproteina asociada con la fosfolipasa A2, mieloperoxidasa y paroxonasa

(enzima capaz de hidrolizar perédxidos lipidicos y moléculas inflamatorias) asi
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como de marcadores de inflamacidén, como la proteina C reactiva (PCR),

interleuquinas 1 y 6 (IL-6), TNF-a y el receptor del TNF-a @,

En la DM existe un importante deterioro de la funcion endotelial, la
cual es responsable de las complicaciones vasculares (microangiopatia y
macroangiopatia). La disfuncion endotelial diabética cursa con una disminucion
de la produccion de los factores vasodilatadores y un incremento en los factores

vasocontrictores %2,

Estudios han demostrado que existe un incremento en la produccion
de prostanoides vasocontrictores como el tromboxano A2 y su precursor
inmediato la prostaglandina H2 que se relaciona a su vez con una liberacion
mayor de acido araquidonico. Una metabolizacion andmala de este acido cursa

con un incremento en la produccién de radicales libresy ~ superéxidos 9.

Agentes oxidantes, tales como el anién superodxido (0O,), peroxido de
hidrogeno (H20,), radical hidroxilo (OH"), acido hipocloroso (HCIO) y radicales
lipidicos son altamente reactivos con otras moléculas bioldgicas y se

denominan como especies reactivas de oxigeno (ROS) ©0.

A bajas
concentraciones los ROS participan en procesos celulares fisiologicos, pero en
altas concentraciones, producen cambios en la estructura de componentes
celulares (lipidos, proteinas y DNA) desencadenado un estrés oxidativo 31,
Los ROS disminuyen el metabolismo de la glucosa a través de la glicdlisis, y la

incrementan por vias alternativas de hexosamina Yy flujo a través de los polioles
(28)

El estrés oxidativo conduce a la oxidacién de las LDL. Se ha
demostrado que las principales fuentes de agentes oxidantes y ROS en los
vasos ateroscleroéticos son los macréfagos y las células musculares lisas (32)
De hecho, la hipercolesterolemia estimula la produccidén de radicales O, en la
musculatura lisa de los vasos sanguineos, evento que produce una mayor

oxidacioén de las LDL @),
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Durante el estrés oxidativo también aumentan los productos de
proteina de oxidacion avanzada (AOPP) que se forman por la accion de
oxidantes clorados, tales como acido hipocloroso y las cloraminas (producidas
por la mieloperoxidasa en neutréfilos activados) y se encuentran elevados en

pacientes con complicaciones renales, DMy aterosclerosis 4.

1.5 Diabetes y enfermedad cardiovascular

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de mortalidad y
morbilidad en los paises desarrollados. La DM es un factor de riesgo importante
para la enfermedad cardiovascular y contribuye a producir devastadoras

consecuencias economicas %)

La DM es un importante factor prondstico que se asocia a una mayor
extension de la enfermedad coronaria (EC), con un curso mas agresivo y una

morbimortalidad mas elevada que en pacientes coronarios sin DM ©9),

Las alteraciones metabdlicas (generalmente crénicas) vy
hematoldgicas caracteristicas de los diabéticos favorecen la progresion precoz,
severa y rapida de la EC que junto con otros factores de riesgo como
hipertension arterial, obesidad, dislipidemia, entre otros, aumentan la tasa de

mortalidad y limitan la calidad y esperanza de vida ©7).

En la Tabla N° 2 se enumeran algunos mecanismos implicados en la

enfermedad macrovascular diabética en diferentes tipos de células.
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Tabla N° 2: Ejemplos de mecanismos implicados en la enfermedad macrovascular

diabética ©®

Tipo de célula Mecanismos

Endoteliales - Aumento de ROS
- Disminucion de la biodisponibilidad de ON
- Aumento de productos de peroxidacion lipidica

- Aumento de la glicacion (PGA)

Macréfagos derivados de monocitos - Aumento IL1B, IL6, CD36 (GPIV)
- Activacién de proteina-quinasa C

Vasculares (musculares lisas) - Aumento de la proliferacion

- Aumento de la migracién a la capa intima

- Aumento de la degradacion de la matriz

- Alteracion de los componentes de la matriz
(condroitin, dermatan sulfato)

- Aumento de la glicacion no enzimatica de
colageno

- Aumento de ROS

Tabla N°2: Mecanismos que estan implicados en la enfermedad macrovascular diabética.

1.6 Factor tisular y plaquetas

El FT como se describié anteriormente es el iniciador de la cascada
de la coagulacion y constituye un proteina clave en la concepcion actual del

sistema hemostatico ©9).

El FT esta presente en los nucleos ricos en lipidos de las placas
aterosclerdticas inestables, lo que puede ser un factor determinante en la
trombogenicidad de las placas. Durante la rotura de la placa, la interaccion de
FT con el FVlla contribuye sustancialmente a la rapida formacién del trombo

oclusivo, que es el paso final a la enfermedad isquémica coronaria (40),

Se sabe que el dafo endotelial y la formacion de placas
ateromatosas esta relacionado con el FT circulante, pero el real origen y los

elementos celulares que poseen este FT activo aun es objeto de controversia.
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Tradicionalmente se ha considerado a los monocitos o células
mononucleares de sangre periférica como fuente predominante de FT en

41)

circulacion “7, ya que una activacion prolongada de estos por lipopolisacaridos

de origen bacteriano inducen a la activacion transcripcional del gen de FT,

lo que genera una expresiéon aumentada de este factor “°.

Nuevas investigaciones han comenzado a relacionar a las plaquetas
como fuente importante de FT. En algunos estudios se establece que el FT se
transfiere a las plaquetas desde microparticulas derivadas de monocitos y otros
granulocitos “2) En otros trabajos se ha encontrado que el FT estaria presente

en los granulos alfa y en el sistema canicular abierto de plaquetas circulantes
(43)

Por otro lado se ha descrito que las plaquetas poseen mRNAs de FT
proveniente de los megacariocitos y serian potencialmente capaces de
sintetizar esta proteina (44) Ademas se ha demostrado en los resultados de
otros estudios que las plaquetas en reposo contienen pre-mRNA de FT pero
no lo expresan en niveles significativos. En contraste, al momento de ser
activadas, las plaquetas utilizan su maquinaria de transcripcion y traduccion,
lo que permite la expresion tanto de mRNA maduro como de proteina bioactiva
de FT. En base a esto demostraron que la activacion plaquetaria aumenta la

actividad procoagulante dependiente de FT (APC-FT) “°),

A raiz de los ultimos estudios que han demostrado la capacidad de
las plaquetas de expresar FT funcional, proponemos estudiar la APC
dependiente de FT plaquetario en pacientes con DM tipo Il y que ademas hayan
estado asociados a eventos cardiovasculares, para poder verificar si la
hipercoagulabilidad que presentan estos pacientes se debe al aporte de FT

circulante por parte de las plaquetas.
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CAPITULO N°2: HIPOTESIS

Pacientes con DM tipo Il, poseen un aumento de la actividad
procoagulante dependiente de FT plaquetario, lo que aumentaria el riesgo de

enfermedad cardiovascular.
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CAPITULO N°3: OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la APC-FT plaquetario en pacientes con DM tipo Il
asociados y no asociados a enfermedad cardiovascular y en pacientes sanos

sin diabetes ni eventos cardiovasculares previos.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar la APC-FT plaquetario en plaquetas lavadas por generacién
de factor X activado (FXa).

- Determinar funcién plaquetaria (agregacion-secrecion) a dosis sub-
umbrales de agonistas plaquetarios.

- Determinar generacién de trombina por técnica modificada en plasma
rico en plaquetas (PRP).

- Determinar la actividad fibrinolitica mediante el tiempo de lisis del
coagulo (TLC)en PRP y niveles plasmaticos de PAI-1.

- Determinar niveles de marcadores de inflamacién, dafio endotelial y

estrés oxidativo.
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CAPITULO N°4: METODOLOGIA

El estudio a realizar 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

4.1 Tipo de estudio

Es un estudio de tipo caso control (clinico).

4.2 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 Catolica de Chile (Ver Anexo
2).

4.3 Poblacioén en estudio

Se evaluaron 20 pacientes diabéticos con eventos cardiovasculares

previos, 16 pacientes diabéticos sin eventos cardiovasculares asociados y 15
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controles sanos sin diabetes ni eventos cardiovasculares previos, los cuales

fueron pareados por sexo y edad.

4.4 Criterios de inclusion

- Pacientes diabéticos: con antecedente previo en tratamiento con
hipoglicemiantes orales (HGO) o Insulina

- A ambos grupos de diabéticos se les solicitd HbA1c a su ingreso al
protocolo

- Pacientes diabéticos con eventos cardiovasculares previos: infarto
agudo al miocardio (IAM), angina cronica estable, accidente
cardiovascular (ACV), accidente isquémico transitorio (TIA)

- Firma consentimiento Informado

4.5 Criterios de exclusion

- Insuficiencia renal (Clearance de creatinina < 60 mL/min)
- Enfermedades inflamatorias crénicas

- Infecciones intercurrentes

- Recuento plaquetario anormal

- Insuficiencia hepatica

- Diatesis hemorragica

4.6 Toma de muestra

Tanto a los controles como a casos se les realiz6 una puncién

venosa periférica con mariposa calibre 19G, con el fin de obtener una adecuada
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obtencidn de plaquetas, previa lectura del consentimiento informado (Ver

Anexo 1).

A cada uno se le tomaron 2 tubos EDTA (Tapa Lila), 6 tubos citrato
de sodio (Tapa Celeste), 1 tubo suero (Tapa Amarilla ) 1 tubo Glucosa (Tapa

Gris) y 2 tubos con anticoagulante ACD preparados por el laboratorio.

4.7 Mediciones bioquimicas y hematologicas

Las muestras de los casos y controles fueron enviadas vy
posteriormente procesadas en el Laboratorio Clinico central Red Salud UC-

Christus, donde se les realizaron las siguientes determinaciones:

- Perfil bioquimico y lipidico.

- Hemograma y recuento plaquetario.
- Creatinina plasmatica.

- Alanino-amino transferasa sérica.

- Creatinina kinasa sérica.

- HbA1c.

4.8 Variables estudiadas

4.8.1 TLC

Para evaluar la actividad fibrinolitica de los grupos en estudio se

(46

midié el TLC en PRP segln Panes y cols “®. EI PRP se estimulé con agonistas

plaquetarios, como ristocetina (1,2 mg/mL) y TRAP (20 uM).
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Se registro el cambio de turbidez a 405 nm y 37° C durante 240
minutos, mediante un lector de micro-placas (Termo ScientificMultiskan FC,
MicroplatePhotometer). EI TLC obtenido corresponde al tiempo en que la

absorbancia cae al 50% de su valor al momento de formarse el coagulo.

Figura N°1: Curva de formacioén y lisis del coagulo. a: Maxima de absorbancia, b: Absorbancia basal,
c: Tiempo en que se alcanza el maximo de absorbancia, d: Tiempo en que se obtiene la mitad del maximo
de turbidez= (a-b)/2.

4.8.2 Agregacion y secrecion plaquetaria

La agregacion se realizd en Agregometro (BioData PAP-8), en donde se
analizan y miden los cambios de transmitancia en una suspension de
plaquetas estimuladas con diferentes agonistas (Araquidonato 10 uM, epinefrina
0,5 uM, ADP 0,5 uM, colageno 0.5 ug/mL vy ristocetina 1,2 mg/mL). Se espera
que los agonistas causen la agregacion de las plaquetas. Este instrumento
emite una fuente de luz a 650 nm, la cual incide sobre cada muestra. Cuando
se produce la agregacion plaquetaria el paso de la luz incidente a través del
PRP (%T) es mayor. Los parametros estudiados son area bajo la curva (AUC) y

agregacion maxima.
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Para determinar la secrecion de serotonina se detuvo la agregacion con
solucion de fijacidon (Stopper). El porcentaje de serotonina liberado se determino

por técnica High-perfomance liquid chromatography (HPLC).

4.8.3 Generacion de trombina

La Generacién de trombina se realizd en el equipo Thrombinoscope™

Stago de acuerdo a la técnica descrita por Hemker (Técnica CAT), que
originalmente utiliza plasma pobre en plaquetas (PPP), pero para este estudio
fue modificada, ya que se utiliz6 PRP previamente activado con ristocetina (1,2
mg/mL) y TRAP (10 uM). El equipo realiza una cinética de fluorescencia

durante 60 minutos.

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

24



Los parametros a medir fueron los siguientes:

- 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.

4.8.4 APC

La APC-FT plaquetario se determind en plaquetas lavadas por
medicion de generacion de FXa a través de su accidn enzimatica sobre sustrato
cromogeénico S22 especifico (Aniara Corporation, USA). La intensidad del
cromégeno generado se analizdé en el equipo Multiskan FC
microplatephotometer — Thermo Fisher Scientific (lector de microplaca de ELISA
a 37°C). El software utilizado por el equipo es Skanlt, mide a una longitud de

onda de 405 nm con una referencia de 620 nm durante 90 minutos.

4.8.5 Citometria de flujo

4.85.1 Marcaje de plaquetas lavadas con anexina V

Se determiné la exposicion de fosfatidilserina a través de la union de
anexina V, para lo cual se utilizé el equipo BD ACCURI C6, programa C-FLOW
SAMPLER con reactivos BD Biosciences (Pharmingen, San Diego, USA).
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4.8.5.2 Marcaje de sangre total con anti-CD62

Se determind P-Selectina a través de citometria de flujo con anti
P-Selectina. La muestra se tomd con citrato 3,2% y la sangre completa se
adiciond a un tubo con solucion de fijacion (FACS LYSING). Se utilizé el equipo
BD ACCURI C6, programa C-FLOW SAMPLER con reactivos BD Biosciences
(Pharmingen, San Diego, USA).

4.8.6 PAI-1

Se determiné PAI-1 mediante ELISA comercial. El protocolo a seguir fue

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

4.8.7 Complejo trombina-antitrombina

La concentracion de complejos trombina-antitrombina fue
determinada utilizando ELISA comercial y siguiendo las instrucciones del

fabricante.

4.8.8 AOPP

Se determind AOPP por medio de técnica colorimétrica “” en donde
se cuantificaron los niveles de productos de oxidacién avanzada de proteinas
presentes en el plasma. La medicion se realizé a una longitud de onda de 340
nm.
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4.8.9 Cuantificacion de TNF-a e IL6

Se realizé6 mediante Elisa comercial, eBioscience Viena, Austria.

4.8.10 PCR ultrasensible

Se cuantific6 PCR en plasma mediante técnica ELISA

desarrollada por Macy y cols “®.

4.8.11 Cuantificacidon de Ag y union a colageno del FYW

Para cuantificar los niveles de FvW antigénico contenido en el
plasma se realiz6 una técnica ELISA modificada de tipo directo. Ademas
se cuantifico la actividad de FvW por union a colageno por medio de un
ELISA modificado.

4.8.12 Cuantificacién de fibrinégeno

Se realizd6 con un test para la determinacion cuantitativa de
fibrindgeno 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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4.9 Analisis estadistico de los resultados

Los resultados obtenidos fueron analizados con Software GraphPad

Prism 5.

- Se utilizé prueba t-student, para determinar diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los grupos, cuando la distribucion de datos
fue normal.

- La prueba de suma de rangos Wilcoxon no paramétrica fue aplicada a
dos muestras independientes cuando las muestras no se distribuyeron de
forma normal.

- Se consideraron valores estadisticamente significativos a todos los que
presentaron un p < 0,05.

- Se realizéd un analisis descriptivo, para evaluar la distribucién de las
variables en estudio a partir de medidas de dispersién, graficas y tabla de

frecuencia.
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CAPITULO N°5: RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la poblacion

En la Tabla N°3 se muestran los resultados obtenidos de los dos grupos
en estudio: pacientes diabéticos con evento cardiovascular (CV) vy pacientes

diabéticos sin CV, los cuales fueron pareados por sexo y edad.

Los pacientes se separaron en tres grupos: diabéticos con CV, diabéticos

sin CV y controles sanos.

Al comparar a los diabéticos con y sin CV con los controles sanos
podemos observar que los pacientes diabéticos de ambos grupos tienen niveles

aumentados de glicemia y HbA1c con respecto a los controles sanos.

Los controles poseen niveles de colesterol significativamente aumentado
con respecto a los casos, esto se debe posiblemente a que los pacientes se
tratan con estatinas en una mayor proporcion que los controles, como se

observa en la Tabla N°3.
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DM con CV DM sin CV Controles Significancia
(n=20) (n=16) (n=15)
Género(M/F) 16/4 12/4 11/4 -
Estatinas (Si/No) 191 6/10 0/15 -
HGO (Si/No) 17/3 15/1 0/15 -
Edad (afios) 60+6,1 60+6,4 58,2+4,3 -
(40-65) (41-65) (50-63)
Cintura (cm) 102,8+7,7 100,7+8,1 94+14,7 NS
Hematocrito (%) 44,3+3,8 42,6+3,1 43,5+2,5 NS
R. Plaquetario 234,8+43 234,7+55 271,9+2,5 NS
(x103/mm?)
HbA1C (%) 8+1,6 7,6+1,1 5,8+0,4 + A (P<0,001)
Glicemia (mg/dL) 150,6+50,1 147,1+33,7 95,9+8,1 + A
(P<0,001)
Creatinina (mg/dL) 0,9+0,2 0,8+0,2 0,8+0,1 NS
CK 124,2+78,6 116,2+67 144,2+100,1 NS
Colesterol Total (mg/dL) 150,8+43,2 163,2+46,5 192,3+37,6 +
(P<0,05)

Tabla N°3: Caracteristicas de la poblacién. Se observan los resultados bioquimicos de pacientes diabéticos

con y sin eventos cardiovasculares (CV) y de controles normales, pareados en sexo y edad. HGO:

hipoglicemiante. Se muestran los promedios + las desviaciones estandar.

NS: No

hay diferencia

significativa. + Diferencia significativa entre DM con CV y control. A Diferencia significativa entre DM sin CV

y Control.

5.2 Actividad fibrinolitica

En la Figura N°3 se muestran los resultados obtenidos del TLC de los

individuos en estudio.

La medicion se realizd en plasma libre de plaquetas

(PLP) y en (PRP) estimulado y no estimulado con agonistas plaquetarios. Se

observa un aumento significativo del TLC en pacientes con CV con respecto a

controles normales. Ademas se observa un aumento del TLC en los pacientes

con CV con respecto a los pacientes sin CV que no alcanza a ser
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estadisticamente significativo. Todo esto solo en las plaquetas estimuladas con

ristocetina.

Figura N°3: Tiempo lisis del coagulo, en PLP y plaquetas activadas con agonistas plaquetarios.
RIS: Ristocetina. TRAP: Péptido activador del receptor de trombina. (*p<0,05; n=20 para DM con CV; n=16
para DM sin CV; n=15 para Control)

El principal determinante de la actividad fibrinolitica es el nivel
plasmatico de PAI-1, razén por la que se determiné en este estudio. Como
muestra la Figura N°4 los pacientes con CV presentan una tendencia al
aumento en las concentraciones de PAI-1 que no logran ser estadisticamente

significativo.
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Figura N°4: Concentraciones del Inhibidor del activador del plasminégeno. (n=20 para DM con CV; n=16

para DM sin CV; n=15 para Control)

5.3 Funcién plaquetaria

Se evalud la funcion plaquetaria a través de la agregacion y secrecion

plaquetaria, determinada a concentraciones sub-umbrales de agonistas.

En la Figura N°5 se observa la agregacion plaquetaria evaluada como
AUC y porcentaje maximo de agregacion. En el Panel A se observa una
disminucion significativa del AUC en los pacientes con CV en relacion a los
controles normales para las plaquetas estimuladas con epinefrina. Ademas se
observa que existe una disminucion significativa en el AUC de los pacientes con
CV en comparacion a los pacientes sin CV y a los controles sanos, cuando se

evaluan las plaquetas estimuladas con ADP.

En el Panel B se observa una disminucién significativa del porcentaje de
agregacion maxima en los pacientes con CV al compararlos con los pacientes

sin CV y con los controles sanos para las plaquetas estimulados con ADP.
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PANEL A:

PANEL B:

Figura N°5: Agregacién plaquetaria con agonistas en concentraciones sub-umbrales: Panel A: Area bajo
la curva (AUC). SF: Plaquetas con suero fisiologico (No estimuladas). AA: Araquidonato (10uM). EPI:
Epinefrina (0,5 uM). ADP: Adenosin Di Fosfato (0,5 uM). COLL: Colageno (0,5 ug/mL). RIS: Ristocetina
(1,2 mg/mL).  Panel B: Agregacion maxima. SF: Plaquetas con suero fisiologico (No estimuladas). AA:
Araquidonato (10uM). EPI: Epinefrina (0,5 uM). ADP: Adenosin di fosfato (0,5 uM). COLL: Colageno (0,5
pg/mL). RIS: Ristocetina (1,2 mg/mL). (*p<0,05; n=20 para DM con CV; n=16 para DM sin CV; n=15 para
Control)
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En la Figura N°6 se muestran los resultados obtenidos para la
secrecion plaquetaria. Podemos observar una disminucion significativa en los
pacientes diabéticos con CV en relacion al grupo de pacientes diabéticos sin
evento cardiovascular cuando se evalua la secrecion en plaquetas estimuladas
con ADP. Lo mismo se observa en los pacientes con evento cardiovascular en
relacion al grupo control cuando se evalua la secrecion de serotonina de PRP

estimulado con ADP.

Figura N°6: %Secrecion plaquetaria de serotonina. AA: Araquidonato (10uM). EPI: Epinefrina (0,5 pM).
ADP: Adenosin di fosfato (0,5 uM). COL: Colageno (0,5 pyg/mL). RIS: Ristocetina (1,2 mg/mL). (**p<0,01;
n=20 para DM con CV; n=16 para DM sin CV; n=15 para Control).

5.4 Generacion de trombina ex vivo e in vivo

Se quiso ver el estado protrombdtico de estos pacientes para lo cual

estudiamos la generacién de trombina a través de la técnica CAT automatizada.
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De los multiples parametros que entrega esta técnica nosotros evaluamos el

ETP y Vi que da cuenta de la velocidad con que se genera la trombina.

En la figura N°7 se grafican los valores obtenidos al evaluar el ETP,
en donde se muestra que en el PRP no estimulado y en el PRP estimulado con
TRAP hubo una disminucién significativa del ETP en pacientes diabéticos (con

y sin CV) con respecto al control normal.
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Figura N°7: Generacién de trombina; Potencial endégeno de producir trombina ETP. SF: PRP con suero
fisiolégico o (No estimuladas). RIS: Ristocetina (1,2 mg/mL). TRAP: Péptido analogo del receptor de
trombina (10 uM). TF: PLP con factor tisular. (*p<0,05; n=20 para DM con CV; n=16 para DM sin CV; n=15

para Control)

En la Figura N°8 se grafica el Vi. Al igual que con el ATP se observa
una menor velocidad de generacion de trombina en pacientes diabéticos con
CV en relacion a los controles sanos. Ademas se puede visualizar una
tendencia, ya que en cada uno de los agonistas el Vi de los controles es mayor

que el de los pacientes diabéticos.
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Figura N°8: /ndice de velocidad de generacion de Trombina, SF: PRP con suero fisiolégico (No
estimuladas); RIS: Ristocetina (1,2 mg/mL). TRAP: Péptido analogo del receptor de trombina (10 uM). TF:
PLP con factor tisular.; TF: PLP con TF. (*p<0,05; **p<0,01; n=20 para DM con CV; n=16 para DM sin CV;

n=15 para Control)

Para evaluar la generacion de trombina in vivo se determinaron los
niveles del complejo trombina-antitrombina (TAT). En la Figura N°10 se puede
apreciar un aumento de los complejos TAT en los pacientes sin evento CV con

respecto a controles que no alcanza a ser estadisticamente significativo.
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Figura N°9: Concentracién complejos trombina anti-trombina (*p<0,05; n=20 para DM con CV; n=16 para
DM sin CV; n=15 para Control)
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5.5 APC-FT

Se determiné la APC-TF plaquetario en plaquetas lavadas. En la
Figura N°10 se muestran los resultados obtenidos, en los cuales se muestra
que, para las plaquetas estimuladas con TRAP, existe una disminucion
estadisticamente significativa en los pacientes con CV en relacién al grupo de

controles sanos.

Figura N°10: Actividad procoagulante dependiente de factor tisular plaquetario. Generacién de FXa en
plaquetas no estimuladas (NE), estimuladas con FvW (0,3 Ul/mL) mas Ristocetina (1.2 mg/mL) (FvW) o
estimuladas con TRAP 10 uM. (*p<0,05; n=20 para DM con CV; n=16 para DM sin CV; n=15 para Control)
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5.6 Citometria de flujo

Se evalud si existia activacion in vivo de plaquetas a través de la
medicion con citometria de flujo de la uniébn de anexina V a fosfolipidos
cargados negativamente y la expresion de P-selectina en la cara externa de las

plaquetas.

En la Figura N°11 se observan los resultados obtenidos en la
citometria de flujo. En Panel A y B se observa el porcentaje de plaquetas con
evento positivo y la intensidad media de fluorescencia (IMF) tanto para anexina
V como para P-selectina. Encontramos un aumento estadisticamente
significativo en la IMF de anexina V de los pacientes con CV en relacion al

grupo de pacientes sin CV y al grupo de controles sanos.

Pese a que la P-selectina no mostré significancia estadistica ni
tendencia se puede apreciar que los diabéticos con CV tienen mas expresion de

P-selectina en sus plaquetas que los controles sanos.
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Figura N°11: Citometria de flujo. Panel A: % de plaquetas con evento positivo e IMF con anexina V.
Panel B: % de plaquetas con evento positivo e IMF con P-selectina. (*p<0,05; **p< 0,01; n=20 para DM

con CV; n=16 para DM sin CV; n=15 para Control)
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5.7 Marcadores de inflamacion y estrés oxidativo

Como se ha descrito anteriormente que los pacientes diabéticos
presentan un estado proinflamatorio, hemos determinado los niveles de
citoquinas inflamatorias (IL-6 y TNF-a) y de un marcador de estrés oxidativo
(AOPP).

En el Figura N°12, en los paneles A y B se muestran los resultados
obtenidos para los marcadores inflamatorios. No se encontraron diferencias
significativas en estos marcadores, posiblemente debido a que los pacientes se

encontraban bajo control hipoglicémico.

PANEL A: PANEL B:
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Figura N°12: Marcadores de inflamacién. Panel A: Concentracion plasmatica de Interleuquina 6 (IL-6).
Panel B: Concentracion de TNF- a (Factor de necrosis tumoral a). (n=20 para DM con CV; n=16 para DM
sin CV; n=15 para Control)

En la Figura N°13 en relacion a los resultados para marcadores de

estrés oxidativo (AOPP) se aprecia que los controles sanos tienen un menor

40



estrés oxidativo que los pacientes diabéticos, sin embargo, esta diferencia no es

estadisticamente significativa.

3000
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1000 -
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T
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Figura N°13: Marcadores de estrés oxidativo: Concentracion de AOPP. (n=20 para DM con CV; n=16 para
DM sin CV; n=15 para Control)

5.8 Marcadores de daino endotelial

Para evaluar el dano endotelial se determind la cantidad de Factor
von Willebrand (FVW: Ag) y su funcionalidad mediante la prueba de unién a

colageno (PUC) como se muestra en la Figura N°14.

No se observan diferencias significativas cuando se evalua tanto la

cantidad como la funcionalidad del FVW en los tres grupos en estudio.
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PANEL A: PANEL B:
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Figura N°14: Marcadores de dafio endotelial. Panel A: concentracién antigeno FvW plasmatico. Panel B:
Unién de FVW a colageno (PUC). (n=20 para DM con CV; n=16 para DM sin CV; n=15 para Control)

5.9 Cuantificacion de marcadores de enfermedad cardiovascular

Para evaluar la cuantificacion de los marcadores de enfermedad
cardiovascular se determiné el fibrindgeno plasmatico y la PCR ultrasensible.
En el Panel A se muestran los niveles de fibrinbgeno plasmatico que se midié
por método de Clauss, en el Panel B se muestran los niveles de hsPCR a
través de Elisa para concentraciones bajas de PCR (PCR ultrasensible). No
encontramos diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los dos

parametros.
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Figura N°15: Panel A: Concentracion de fibrinbgeno determinada por técnica de Clauss. Panel B:

Concentracion de PCR (Proteina C reactiva). (n=20 para DM con CV; n=16 para DM sin CV; n=15 para
Control)
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CAPITULO N°6: DISCUSION

En esta unidad de investigacion estudiamos pacientes con DM tipo Il,
con CV previos para corroborar si en estos pacientes existe un aumento de la
APC-FT plaquetario en comparacién con diabéticos sin CV y controles sanos. El
aumento de la APC-FT plaquetario podria favorecer el aumento de la

hipercoagulabilidad que cominmente se observa con este tipo de pacientes 9.

La gran mayoria de los pacientes de ambos grupos de estudio (con
CV y CV) se encontraban al momento de la toma de muestra bajo control
glicémico, ya sea con HGO (metformina) y/o insulina. En cuanto al control con
estatinas como Atorvastatina o Rosuvastatina, el 95% de los pacientes
diabéticos con CV se encontraba bajo tratamiento con estas, mientras que solo
el 38% de los pacientes diabéticos sin CV se trataban con este tipo de

medicamento (Ver Tabla N°3).

Sabemos que en la DM existe un aumento en los niveles plasmaticos
de marcadores de disfuncion endotelial, inflamacion y de estrés oxidativo 734,
Nuestro estudio no arrojo diferencias significativas entre los tres grupos, esto
probablemente se puede deber a que los pacientes estaban controlados con
hipoglicemiantes y ademas bajo tratamiento con estatinas, las cuales se ha

visto que disminuyen la funcion plaquetaria y los marcadores de inflamacion (%0),

Pese a que los pacientes diabéticos de ambos grupos estan
controlados se pudo determinar (por medio de marcadores de activacion
plaquetaria in vivo), que los pacientes que sufrieron un CV presentan una

reactividad plaguetaria mayor que los pacientes que aun no han sufrido un CV.

Se ha visto anteriormente que en los pacientes diabéticos existe un
estado protrombdtico, el que se asocia a una alta prevalencia de enfermedad
cardiovascular y causa de muerte debido a la hipereactividad plaquetaria que
genera una hipersensibilidad a los agonistas plaquetarios. En nuestro estudio

por medio de la técnica de generacion de trombina no se pudo demostrar esta
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reactividad, probablemente debido al uso de hipoglicemiantes y estatinas que

pueden alterar la funcion plaquetaria.

Tampoco se pudo identificar una hipersensibilidad a los agonistas
plaquetarios, ya que nuestros resultados en los estudios de agregacion y
secrecion plaquetaria con ADP reflejaron una menor funcionalidad de las
plaquetas en los pacientes diabéticos con CV en comparacion a los pacientes
que aun no sufren un CV. Esto puede deberse a una posible refractariedad de
las plaquetas, ya que estas pueden haber sido previamente activadas por un
estimulo externo o ex vivo, lo que es concordante con los resultados obtenidos

en la citometria de flujo.

Para el estudio de funciéon plaquetaria se utilizaron distintos agonistas
en dosis sub-umbrales pero solo se observo una disminucion significativa de los
pacientes con CV en los plaquetas estimuladas con ADP, esto podria deberse a
un aporte de ADP por parte de los gldbulos rojos, el cual se puede unir a los
receptores de ADP de las plaquetas y hacerlas aun mas refractarias. EI ADP es
una molécula portadora de energia que puede estar presente en todas las

células, incluyendo los glébulos rojos.

Es sabido que los pacientes diabéticos tienen una actividad
fibrinolitica disminuida y se han realizado estudios para determinar los
mecanismos implicados ®1) Nuestros resultados para la determinacién del TLC
indicaron que los pacientes diabéticos con CV presentan una disminucion en
su actividad fibrinolitica con respecto a controles normales. Se desconoce la
relevancia que tiene la hipofibrinolisis en la generacién del CV ya que no existen

estudios previos.

En cuanto al punto principal de nuestra investigacién, no se observo
un aumento significativo en la APC-FT de los pacientes con CV, por el contrario,
se encontré una disminucion significativa en estos pacientes en la  APC-TF con
TRAP en relacion al grupo control, esto probablemente se puede deber a que el

ensayo en ex vivo y las plaquetas pueden haberse activado anteriormente.
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Estudios realizados en el laboratorio de Hemostasia y Trombosis de
la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, han mostrado que el uso de
®9  disminuye la APC-TF. La

Atorvastatina es un medicamento utilizado ampliamente en los pacientes

estatinas (Atorvastatina y Rosuvastatina)

diabéticos, especialmente por nuestro grupo de estudio correspondiente a los
pacientes diabéticos con CV , por lo tanto, esta también puede ser la causa de
que nuestros resultados no mostraran un aumento significativo en la APC-TF

con respecto a los pacientes sin enfermedad cardiovascular.
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CAPITULO N°7: CONCLUSION

- No se encontré un aumento significativo de la APC-TF plaquetario entre
los pacientes con CV en relacion a los pacientes sin CV y los controles

Sanos.

- Se pudo comprobar que los pacientes con CV tienen un aumento en la
activaciéon de sus plaquetas que se ve reflejada en una disminucion de la

reactividad ex vivo en las pruebas de laboratorio.

- Se pudo determinar que los pacientes diabéticos con CV presentan una

disminucién en la actividad fibrinolitica en relacién a los controles sanos.

- No encontramos un aumento de los marcadores inflamatorios de los
pacientes, probablemente debido a que han sido controlados durante la

evolucion de su enfermedad o post-CV.

PROYECCIONES:

Para mejorar este estudio y ver si realmente existe una APC-TF
plaquetario aumentada en los pacientes diabéticos con CV se sugieren reclutar
pacientes que hayan sido recientemente diagnosticados y que no hayan tenido

algun tipo de tratamiento.

Ademas seria conveniente aumentar el numero de pacientes

reclutados para mejorar la confianza de los test estadisticos utilizados.
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CAPITULO N°9: ANEXOS

9.1 Anexo 1: Documentos de consentimiento informado

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

Departamento de Hematologfa y Oncologia
Investigador
Responsable: Dr. Luis Quiific Saklvatici (09-61400056)

Dr. Ramon Corbalan / Dr. Diego Mezzano

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

Tome el tiempo que requiera para decidirse, lea cuidadosamente este documento y hégale 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
formacidn.

OBRJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Las plaquetas son células de la sangre que tienen un rol muy importante en fa coagulacién. Las plaquetas
pueden fabricar una molécula lamada 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 funcion de las plaguetas con enfermos que tienen Diabetes
Mellitus.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

e En el consultorio o en el Hospital se le explicara la investigacién y — si desea participar en este-
deberd firmar este documento de consentimiento.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014,

Postificia Universidad Catélica de Chile



« Seracitado una mafiana al Centro de Investigacidn Clinica de la Universidad Catdlica (CICUC)

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

dabe continuar consumiendo todos sus medicamentos, 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 revisard sus antecedentes clinicos.

Mediante una puncidn venosa se extraerdn 40cc de sangre por Gnica 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 dard un desayuno pasterior a la toma del examen

Se le entregara ayuda financiera para asistir a este control ($2000 pesos)

Sus muestras de sangre no se utifizardn para estudios genéticos

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

hacer otras determinaciones, le solicitaremos un nuevo consentimiento.

»  Las muestras ya utilizadas serdn eliminadas de inmediato 0 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.

e 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.

EREAG GATT s
Ao oTE DE ETICA e
& e IVESTGACKH

BENEFICIOS
e

Usted no tendrd beneficios por participar este estudio. Sin embargo, la informaCion#6&'sE obtendré serd de

utilidad para conocer mds acerca del funcionamiento de las plaguetas en pacientes diabéticos

eventualments podria beneficiar a otras personas con su misma condicién mds adelante.

RIESGOS

Los dnicos riesgos son los relacionados con la puncidn venosa, pudiese experimentar dolor, aparicidn de
equimosis (moretdn) y muy rara vez infeccidn en el sitio de puncidn.

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 médice habitual de su condicidn de salud actual.

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION
La informacién obtenida se resguardard de forma confidencial ¥ andnima. Su nombre al momenta del andlisis
de los datos, serd reemplazado por un cadigo. La informacidn clinica de Ud. ingresars 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 ngmbre jamds serd conocido por la comunidad,

VOLUNTARIEDAD

Su participacidn en esta investigacidn es completamente voluntaria,

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014,

Pontificia Universidad Catblica de Chile

55



8
Usted tiene el derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta investigacion
en el momento gue lo estime conveniente, Al hacerlo, usted no plerde ningdn derecho que le asiste como
paciente de esta institucidn v no se verd afectada la calidad de la atencién médica que merece.

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

PREGUNTAS

i 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

5i tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacion médica, usted puede
liamar a la Dra. Beatriz Shand Klagges, Presidente del Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicing,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile, al teléfono 2354-8173, o enviar un correo electronico a:
etica.invest | med.puc.cl Wt’gunﬂc,\;ﬂ:m

G comme e ETica " 1)
5 B IWVESTISACKN o))
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* Se me ha explicado el propdsito de esta investigacidn médica, los pro sdimientos, los riesgos, los
beneficios ¥ los derechos que me asisten y que me puede retirar de ella en el momento que lo desee,

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

* Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado o forzada a hacerlo.
+ No estoy renunciando a ningan derecho gue me asista,

s Seme ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participacién esta investigacién médica
seglin 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.

s Almomento de la firma, se me entrega una copla firmada de este documento,

FIRMAS
. Participante: Nombre
Firma y fecha

. Investigador: Nombre
Firma y fecha

. Director de la institucién o su Delegado:
MNambre
Firma y fecha

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014.

Pontificia Universidad Casdlics de Chile
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* Serd citado una mafiana al Centro de Investigacion 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 medicamentos, 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 revisard sus antecedentes clinicos.
Mediante una puncin venosa se extraerdn 40ce de sangre por dnica vez [2/3 de taza chica de café)
La extraccion de las muestras de sangre es igual que para cualquier examen de laboratorio clinico,
el precedimiento demora alrededor de 10 minutos
Se le dard 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 utilizardn para estudios genéticos
Sus muestras de sangre no se usardn en estudios posteriores, y si, por alguna razén fuera necesaric
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 investigacion. Sus muestras de sangre estaran bajo la custodia del Dr. Diego Mezzano, en el
laboratorio de hemaostasia y trombosis UC.
* 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.

BENEFICIOS

Usted no tendra beneficios por participar este estudio. Sin embargo, la informacidn que se obtendra serd de

utilidad para conocer mas acerca del funcienamiento de las plaguetas en pacientes diabétic LD G
eventualmente podria beneficiar a otras personas con su misma condicién més adelante. & g’ﬂiﬁ;ﬂfﬁi'eg: 0y
G cawes £ /
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Los (inicos riesgos son los relacionados con la puncidn venosa, pudiese experimentar dolor, aparicién de
equimaosis (moretdén) y muy rara vez infeccidn en el sitio de puncidn.

CosTos

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

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION
La informacion cbtenida se resguardara de forma confidencial v andnima. Su nombre al momento del anélisis
de los datos, serd reemplazado por un cddigo. La informacidn clinica de Ud. ingresard a una base de datos

comin para su analisis 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 participacion en esta investigacion es completamente voluntaria.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014,

Pontificia Universidad Casblic de Chile

58



2
Usted tiene el derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento y retirarse de esta investigacion
en el momento que lo estime convenlente. Al hacerlo, usted no pierde ningin dereche que le asiste como
paciente de esta institucion y no se vera afectada la calidad de la atencidn médica que merece,

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

PREGUNTAS

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o lamar al Dr. Luis Quififir,
Investigador Responsable del estudio, al teléfono celular 8-61400056, Irquininir@uc.cl

SI tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacidn 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 electronico a:
etica.investigacion@med.puc.cl

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

+ 5Se me ha explicado el propdsito de esta investigacion médica, los procedimientos, los riesgos, los
beneficios v 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 ningan derecho gue me asista,

* Seme hainformado gue tengo el derecho a reevaluar mi participacion esta investigacidn médica
segln mi parecer y en cualguier momento gue 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 investigacién médica.

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

CEYMEDUC
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FIRMAS ﬁ"‘cﬁ.:m, s
. Participante: Nombre
Firma y fecha

* investigador: Nombre

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

Nombre

Firma y fecha

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014,

Pontificea Universidad Catdlica de Chile
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Pacientes con Diabetes Mellitus 2 con eventas Cardiovasculares

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

Sigla Protocolo: (FT-DM)

Patrocinador del
Estudio f Fuente  Departamento de Enfermedades Cardiovasculares, Pontificia Universidad
Financiamiento:  Catolica de Chile

Departamento de Hematologia y Oncologia
Investigador
Responsable: Dr. Luis QuiRifir Salvatici (09-61400056)

Dr. Ramédn Corbalan / Dr. Diego Mezzano

El propdsito de esta informacion es ayudarle a tomar la decisidn de participar, -0 no-, en una investigacion
médica,

Tome el tiempo que requiera para decidirse, lea cuidadosamente este documento y hdgale 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 Catolica de Chile a sus becados en
formacion.

OBRIETIVOS DE LA INVESTIGACION

Las plaquetas 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
formacidn de trombos en las arterias coronarias o cerebrales, 1o que es mas frecuente en padientes
diabéticos.

El propdsito de este estudio es determinar si existen diferencias en la actividad de una proteina llamada
Factor Tisular producida por las plaguetas 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 porgue 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 plaquetas con sujetos gue no han tenido enfermedad cardiovascular.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION

+ En el consultorio o en el Hospital se le explicard la investigacion y — si desea participar en este-
debera firmar este documento de consentimiento,

b CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
; ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014,

Poniificia Universidad Catdlica de Chile
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» Sera citado una mafiana al Centro de Investigacion Clinica de la Universidad Catdlica (CICUC)

Debe asistir en ayune, 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

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

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

La extraccion de las muestras de sangre es igual que para cualguier examen de laboratorio clinico,

el procedimiento demora alrededor de 10 minutos

Se le dard 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 utilizardn para estudios genéticos

Sus muestras de sangre no se usardn en estudios posteriores, v si, por alguna razdn fuera necesario

hacer otras determinaciones, le solicitaremos un nuevo consentimiento,

* Las muestras ya utilizadas serdn eliminadas de inmediato 0 se conservan hasta el fin del proyecto
de investigacidn. 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 serdan informados a Ud. personalmente si asi
to requiere o al médico que Ud. designe.
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Usted no tendra beneficios por participar este estudio. Sin embargo, la informacidn gueséabte ra de

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

RIESGOS

Los (nicos riesgos son los relacionados con la puncidn venosa, pudiese experimentar dolor, aparicién de
equimosis (moretdn) y muy rara vez infeccion en el sitio de puncidn.

CosTos

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

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION
La informacién obtenida se resguardard de forma confidencial y andnima. Su nombre al momento del andlisis
de los datos, serd reemplazado por un cddigo. La informacidn clinica de Ud. ingresard a una base de datos

comun para su andlisis posterior.

Es posible gue los resultados obtenidos sean presentados en revistas y conferencias médicas, sin embargo,
su nombre jamas sera conocido por la comunidad.

VOLUNTARIEDAD

Su participacién en esta investigacidn es completamente voluntaria.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN
ESTUDIO CLINICO Noviembre 2014.

Pontficia Universided Catdlica de Chile
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9.2 Anexo 2: Certificado de aprobacion
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