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RESUMEN

En Chile existe una alta prevalencia de insuficiencia renal cronica (IRC), con una
elevada tasa de mortalidad anual asociada a eventos cardiovasculares. Existe una
relacién entre los marcadores de inflamacion y el desarrollo de estos eventos, inducidos
por mediadores como interleuquina 6 (IL-6), citoquinas como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a) y estrés oxidativo, sumado al dano de células endoteliales producido
por las terapias de reemplazo. Las plaquetas son esenciales tanto en la formacién del
coagulo al proveer la superficie apta para el ensamblaje de los factores de coagulacion
como en el aporte de activadores e inhibidores (PAI-1) de la fibrindlisis. Sin embargo, la
relacién entre el aumento dafio endotelial e inflamacion y la actividad fibrinolitica de
plaquetas no ha sido estudiado. Este estudio planteé que pacientes con IRC en
peritoneodialisis (PD) presentarian un estado hipofibrinolitico de sus plaquetas. Se
estudiaron 25 pacientes con IRC en PD y 25 individuos aparentemente sanos pareados
por sexo y edad. En paralelo se estudio: funcion plaquetaria, actividad procoagulante,
marcadores de inflamacion, dafio endotelial y actividad fibrinolitica de plaquetas (TLC).
Se encontr6 un aumento en la funcion plaquetaria, en marcadores de actividad
procoagulante, inflamacién, dafio endotelial y estrés oxidativo. En cambio se observo
una disminucion significativa de la actividad fibrinolitica de plaquetas y la cantidad de
tPA plasmatico. EI TLC-Ris correlaciond significativamente con los niveles de
creatinina y con marcadores de estrés oxidativo, inflamacion y dafio endotelial. La
disminucion de la capacidad fibrinolitica de pacientes en PD, podria ser parte de la
patogenia de la enfermedad y ser un factor de riesgo relevante que explique el aumento

de eventos cardiovasculares en IRC.

Palabras claves: IRC, fibrindlisis, inflamacion, estrés oxidativo, dafio endotelial.



CAPITULO 1: INTRODUCCION Y MARCO TEORICO

1.1 Insuficiencia Renal Crénica

La enfermedad renal cronica (ERC) ha aumentado considerablemente su prevalencia
en la poblacion a nivel mundial, constituyendo un problema de salud publica, su

manifestacion mas grave es la insuficiencia renal cronica (IRC). @

La IRC se define como la presencia de dafio renal con una duracion igual o mayor a
tres meses, caracterizada por anormalidades estructurales o funcionales, con o sin
descenso de la tasa de filtracion glomerular (TFG) menor 60 mL/min/1,73m2.® (Tabla
N° 1.1).

TABLA N° 1.1: Definicién de ERC @

1. Dafio renal con o sin TFG disminuida, definido por:

* Marcadores de dafio renal:
a) Anormalidades urinarias anatomo o histopatolégicas (albuminuria)
b) Anormalidades de imagen renal (rifiones poliquisticos)

c¢) Anormalidades sanguineas (sindromes tubulares renales)

2. TFG <60 mL/min/1,73 m2, con o sin dafio renal




En el afio 2002, la National Kidney Foundation (K/DOQI, 2002) de Estados Unidos
propuso la estratificacion de la ERC en cinco etapas de evolucion, las cuales se basan

en la presencia de dafio estructural y/o la disminucién de la TFG. (Tabla N° 1.2)

TABLA N° 1.2: Etapas de la ERC @

Etapas Descripcion TFG
(mL/min/1,73m?)
1 Dario renal con TFG normal >90
2 Dario renal con leve disminucion de TFG 60-89
3 Disminucion moderada de la TFG 30-59
4 Disminucion severa de la TFG 15-29
5 Falla renal < 15 (o dialisis)

Las etiologias de la ERC son diversas y se pueden agrupar en enfermedades

vasculares, glomerulares, tubulo intersticiales, uropatias obstructivas, entre otras.

El resultado de una disminucién en la TFG y la pérdida progresiva de la estructura
renal secundaria a las distintas causas, evoluciona desde alteraciones bioquimicas hasta
un sindrome clinico con repercusion multiorganica llamado uremia. El sindrome
urémico puede originarse por la acumulacion de productos del metabolismo de
proteinas y/o por alteraciones subsecuentes a la pérdida de la funcién renal. Existen
diversas sustancias toxicas que intervienen en esta enfermedad, provocando diversas
complicaciones que pueden llevar a una enfermedad cardiovascular. Este proceso es
mediado por moléculas vasoactivas, proinflamatorias y factores de crecimiento, los

cuales conducen a los glomérulos a un estado de hiperfiltracion adaptativo.

Actualmente existen diversos tratamientos destinados a mejorar el estado de los

pacientes como: hemodialisis, peritoneodidlisis (PD) y trasplante renal.
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1.2 PD como tratamiento para IRC

La PD es un procedimiento depurativo de toxinas, electrolitos y de excrecion del
exceso de liquido, regulando el medio intra y extracelular. Esta es una alternativa de

sustitucion renal para los pacientes en IRC etapa 4-5.

Segun el ultimo estudio de la Sociedad Chilena de Nefrologia, existen en el pais
18.688 pacientes enfermos renales cronicos que se encuentran en dialisis; 17.598 en
hemodialisis y s6lo 1.090 en PD. @

La PD utiliza el peritoneo como membrana de dialisis ya que posee la propiedad de
ser semipermeable a liquidos por los poros en los capilares peritoneales y solutos por la
difusion mediada por las fuerzas oncéticas. El procedimiento comienza con la insercion
de un catéter via quirdrgica, este es flexible y de silicon el cual es introducido en un
tlnel subcutaneo de la pared abdominal peritoneal, donde se infunde una solucién de
didlisis que permanece un tiempo determinado, realizando el intercambio de sustancias
desde la sangre al liquido infundido, eliminando lo toxico al exterior por el mismo
catéter. (Figura N° 1.1) @
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FIGURA N°1.1: Didlisis Peritoneal
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El agente osmético mas usado en PD es la glucosa (en forma de dextrosa), al ser
una molécula de bajo peso molecular (90-200 Daltons) comercialmente disponible en
Chile.

La glucosa no es el agente osmotico ideal debido a que se absorbe facilmente y
produce complicaciones metabolicas severas, como hiperglicemia, hiperinsulinemia y
obesidad, que son factores de riesgo cardiovascular en una poblacion que por si misma

tiene un riesgo aumentado de enfermedad cardiaca.

Por lo que existen otros agentes osmoticos, como los aminoécidos y la icodextrina,
con una actividad osmdtica similar a la glucosa y con un menor riesgo para la

membrana peritoneal, sin embargo, no se encuentran disponibles en Chile. ¢4

Existen distintos tipos de PD:
- Didlisis Peritoneal Continua Ambulatoria Manual (DPCA): la persona se
encarga de realizar el intercambio tres o cuatro veces al dia.
- Didlisis Peritoneal Automatizada (DPA): una maquina denominada cicladora

realiza los intercambios automéaticamente mientras la persona duerme.

La cantidad de PD depende de la contextura fisica del paciente, su funcion renal,
salud nutricional, condiciones generales y la prueba de equilibrio peritoneal (PEP), que

indica el estado funcional de la membrana peritoneal. ®
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1.3 IRC y Riesgo Cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbimortalidad en los
pacientes con ERC, con una mortalidad 30 a 40 veces mayor a la observada en la

poblacion general en sujetos menores de 40 afios. (Figura N°1.2) ©
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FIGURA N°1.2: Causas de muerte en pacientes en PD @),

Se puede observar que la principal causa de muerte de pacientes en PD corresponde

a las enfermedades cardiovasculares con un porcentaje cercano al 60%.

Este riesgo cardiovascular no solamente es atribuible al proceso patoldgico
subyacente como la diabetes mellitus (DM) y la hipertension arterial (HTA), sino
también a la correlacion que existe entre uremia y aterosclerosis acelerada ®. El
aumento del riesgo cardiovascular se asocia a factores de riesgo tradicionales como no
tradicionales. (Ver tabla N° 1.3).

Estudios en la poblacion han revelado la existencia de una relacién entre la
elevacion de los marcadores de inflamacion y el posterior desarrollo de eventos

cardiovasculares. ©
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TABLA N° 1.3: Factores de riesgo de enfermedad cardiovascular en la ERC .9

Tradicionales No tradicionales
DM Disfuncion endotelial
HTA Estrés oxidativo
Tabaquismo Inflamacion
Dislipidemias Hipercoagulabilidad

1.4 Inflamacion y Fibrindlisis

Los estados de inflamacion a baja escala en IRC son denominados “episodios de
microinflamaciéon”, los cuales son inducidos por mediadores inflamatorios entre ellos
IL-6, TNF-a y factores de crecimiento, estimulados por estrés oxidativo donde se
denota una disminucién del 6xido nitrico (NO), la infeccion del acceso vascular y/o
PD, desencadenando un dafio en la pared vascular del endotelio. Estos pacientes
evolucionan con niveles plasmaticos elevados de las citoquinas e interleuquinas que
inducen a la liberacion de proteinas de fase aguda como la proteina C reactiva, la cual
se correlaciona directamente con el dafio endotelial e indirectamente con la funcion

renal residual. ©

El NO es una de las sustancias mas importantes liberadas por el endotelio al actuar
como un vasodilatador, inhibir el crecimiento y la inflamacion, ademas de tener efectos
antiagregantes en plaquetas. Debido a esto la reduccion del NO contribuye a la

trombogenicidad y la severidad de los eventos cardiovasculares. Por lo tanto, la
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disfuncion endotelial con aumento de estrés oxidativo y la expresién de moléculas de
adhesion, como por ejemplo la molécula soluble de adhesion intracelular (SICAM-1)
contribuye no solo a la iniciacion, sino también a la progresion de la formacién de placa
ateroesclerotica. Se ha demostrado que la gravedad de la disfuncion endotelial tiene
valor pronostico en eventos cardiovasculares y su correccion estid asociada con la

reduccion del riesgo. (010

Posterior a la coagulacion y transcurridas 48 a 72 horas continGa el proceso de
disolucién del coagulo, remodelacion del vaso sanguineo y restauracién del flujo
vascular, este proceso se denomina fibrinolisis y estd comandada por la plasmina, que
es una enzima proteolitica que degrada el polimero de fibrina en pequefios fragmentos
que son eliminados por el sistema monocitico-macrofagico. Esta se forma por la
conversion del plasmindgeno a través de activadores como el activador tisular del

plasmindgeno (tPA) y el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA).

El sistema fibrinolitico posee inhibidores, siendo uno de los principales el inhibidor

del activador del plasmindgeno (PAI-1), el cual inhibe el tPA y el uPA. @2

El PAI-1 se produce normalmente en cantidades de trazas en los rifiones sanos, pero
se sintetiza en una gran cantidad en pacientes con enfermedad renal; un estudio
realizado indico que los pacientes con TFG <60 mL/min/1,73m? presentaron un 6,5%

mas de PAI-1 en comparacion con los sujetos con TFG> 90. %

Citoquinas como el TNF-o e¢ IL-6 estimulan la expresion de PAI-1. Esta
sobreexpresion de PAI-1 se ha asociado con un mayor riesgo de enfermedad

cardiovascular e infarto al miocardio debido a la inhibicién de la fibrindlisis. 1214

Las plaquetas cumplen un rol esencial en la coagulacién sanguinea, ya que no sélo
proveen la superficie apta para el ensamblaje de los factores de la coagulacion, sino que
poseen factor tisular (FT), el iniciador de la cascada de la coagulacion.
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Plaquetas contienen en sus granulos alfa gran cantidad de PAI-1, ademéas de uPA y su
receptor uPAR @, por lo que participarian no solo en la etapa de formacion del

coagulo sino que también en la disolucidn de éste.

Estudios previos han mostrado la existencia de una estrecha relacion entre la
cantidad de trombina generada y la resistencia de coagulos a la fibrindlisis, sin
embargo, la relacion entre el aumento de la actividad procoagulante de las plaquetas y
su participacion en la fibrindlisis no ha sido estudiada.

En este estudio se plantea que los pacientes con IRC en PD presentarian un estado
hipofibrinolitico, el que se correlacionaria con el aumento de la reactividad plaquetaria,
ademas de los marcadores de inflamacion, estrés oxidativo y disfuncién endotelial, que

aumentaria el riesgo de enfermedad cardiovascular.
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CAPITULO 2: HIPOTESIS

En los pacientes con insuficiencia renal cronica en peritoneodialisis existe una

disminucion de la capacidad fibrinolitica de las plaquetas.
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CAPITULO 3: OBJETIVO GENERAL

Relacionar la actividad fibrinolitica de las plaquetas de pacientes en

peritoneodialisis con marcadores de activacion de la coagulacion e inflamacion.
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CAPITULO 4: OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la funcion plaguetaria en plasma rico en plaqueta de los pacientes en
PD y controles.

2. Evaluar lisis del coagulo en plasma rico en plaquetas activadas con agonistas
plaquetarios, de los pacientes en PD y controles.

3. Evaluar marcadores de inflamacion (TNF-a, IL-6, usPCR) en el plasma de los
pacientes en PD y controles.

4. Medir marcadores de estrés oxidativo en el plasma de los pacientes en PD y
controles.

5. Medir marcadores de disfuncion endotelial en el plasma de los pacientes en PD
y controles.

6. Correlacionar el tiempo de lisis del coagulo con la inflamacion.

7. Correlacionar el aumento de la actividad plaquetaria con lisis del coagulo en

plasma rico en plaquetas y marcadores fibrinoliticos.



19

CAPITULO 5: MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

Estudio de Investigacion Clinico, del tipo caso control.

5.2 Lugar de realizacion

Esta Unidad de Investigacion fue realizada en el Laboratorio de Trombosis y
Hemostasia, Departamento de Hematologia-Oncologia, Escuela de Medicina, Pontificia
Universidad Catolica de Chile, Santiago, Chile.

Este estudio fue financiado por el proyecto de investigacion FONDECYT
N°1130853. (Neo-Sintesis Constitutiva de Proteinas por Plaguetas Humanas: Alcances

Fisiopatoldgicos y Clinicos Distintivos).
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5.3 Poblacién en estudio

Pacientes

Se reclutaron 25 pacientes con IRC (15 mujeres y 10 hombres) en tratamiento de
PD, los cuales fueron seleccionados y derivados por la Dra. Mireya Ortiz, Jefa de la
Unidad de Didlisis Peritoneal de Red Salud UC - Christus.

Criterios de inclusion:
o Pacientes que se encontraban en tratamiento de PD.

o Firma de consentimiento informado para participar en el proyecto de

investigacion.

Criterios de exclusion:
o Pacientes cuya causa de IRC fuese nefrosis.
o DM.
o Hipercolesterolemia.
o Embarazadas.

o Consumo de drogas que afecten la funcion plaquetaria 7 dias antes del estudio.

o Enfermedades concomitantes o infecciones
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Controles

Se reclutaron 25 individuos (15 mujeres y 10 hombres), correspondientes a los
controles normales, los cuales fueron pareados por sexo y edad con los pacientes en

estudio.

Criterios de inclusion:

o Individuos aparentemente sanos.

o Firma de consentimiento informado.

Criterios de exclusién:
o Hipercolesterolemia.
o Afecciones renales.
o Creatinina elevada.
o DM.
o Embarazadas.
o Consumo de drogas que afecten la funcion plaquetaria 7 dias antes del estudio.
o Enfermedades concomitantes o infecciones.

o Tratamiento con estatinas.
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5.3.1 Toma de muestras:

Pacientes

La toma de muestra se realiz6 previo ayuno de 8-12 horas. La extraccion de sangre
venosa periférica se llevo a cabo por un profesional encargado de la toma de muestra,

con aguja de 19 G (para evitar activacion plaquetaria).

Se recolectaron:

o 1 tubo con gel separador y acelerante de la coagulacién para perfil bioquimico y
perfil lipidico.

o 1 tubo con fluoruro de sodio para la determinacion de glicemia.

o 1tubo con EDTA para hemograma y recuento plaquetario.

o 4 tubos con citrato de sodio, volumen 4,5 mL, concentracion 3,2%: 2 tubos para
generacién de trombina y tiempo lisis del coagulo y 2 tubos para P-Selectina
por citometria de flujo y secrecion plaquetaria.

o 2 tubos de 10 mL, con 2 mL de anticoagulante ACD (dextrosa 2,4 % plv, citrato
de sodio 2,2 % p/v), para lavado de plaquetas, generacion de FXa y AxV.

Controles

La toma de muestra se realizd previo ayuno de 8-12 horas. La extraccion de sangre
venosa periférica se llevo a cabo por un profesional encargado de la toma de muestra,

con aguja de 19 G (para evitar activacién plaquetaria).
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Se recolectaron:

o 1 tubo con gel separador y acelerante de la coagulacién para perfil bioquimico y
perfil lipidico.

o 1 tubo con fluoruro de sodio para la determinacion de glicemia.

o 1tubo con EDTA para hemograma y recuento plaquetario.

o 4 tubos con citrato de sodio volumen 4,5 mL, concentracion 3,2%: 2 tubos para
generacion de trombina y tiempo lisis del coagulo. 2 tubos para P-Selectina por
citometria de flujo y secrecion plaquetaria.

o 2 tubos de 10 mL, con 2 mL de anticoagulante ACD para lavado de plaquetas,

generacion de FXay AxV.

5.3.2 Mediciones bioquimicas y hematoldgicas:

Las determinaciones que se realizaron a los pacientes y controles fueron enviadas y
posteriormente procesadas en el Laboratorio Clinico central Red Salud
UC-CHRISTUS.
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5.4 Variables estudiadas

5.4.1 Obtencion plasma rico en plaquetas y plasma libre de plaguetas

La sangre se recolectd en tubos con anticoagulante citrato de sodio 3,2%. Se
centrifugaron a baja velocidad a 150g por 8 minutos a temperatura ambiente, para
obtener plasma rico en plaquetas (PRP). Luego se rescaté y traspaso cuidadosamente el
sobrenadante correspondiente al PRP a otro tubo. Posteriormente se realizd una
segunda centrifugacion de los tubos con el plasma restante a alta velocidad 1.500g por

8 minutos a temperatura ambiente.

Siguiendo con el procedimiento se volvio a rescatar y traspasar nuevamente solo el
sobrenadante correspondiente al plasma pobre en plaquetas (PPP) a tubos Eppendorf.
Por altimo se realiz6 una nueva centrifugacion a los tubos Eppendorf con el PPP a
11.000g por 5 minutos. Finalmente se obtuvo el sobrenadante que corresponde al

plasma libre de plaquetas (PLP).

5.4.2 Generacién de trombina

La generacion de trombina (GT) se realizé usando la técnica descrita por Hemker et
al @, la cual es una modificacion de ésta, ya que se utilizd PRP activado previamente
en el Agregébmetro PAP-8 (Biodata Corporation, USA) con suero fisioldgico (SF),
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ristocetina (Ris) (1,2 mg/mL) y péptido activador del receptor de trombina (TRAP)
(10uM).

Se utilizaron placas de microtitulacion para fluorescencia y un sustrato fluorogénico
en Fluorimetro (Fluoroskan Ascent, Thermo Scientific). EI equipo realiza una cinética

de fluorescencia durante 60 minutos, segin el programa Thrombinoscope® IM BU.

Parametros de medicion de generacion 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 (&rea bajo la curva).

- Peak: Concentracion 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.

- Medicion: nM/min.

Generacion Trombina Thrombinoscope®

100 —y Timetop

nM Thrombin

Time (min)

FIGURA 5.1. Generacion de trombina (thrombinoscope®) en PRP.

Modificacion del trabajo de Panes y cols. 7
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5.4.3 Tiempo de lisis de coagulo

El tiempo de lisis de codgulo (TLC) es una técnica que evalla la actividad
fibrinolitica global en plasma y en este caso se modificé para evaluar la participacion

de las plaquetas en la fibrindlisis. &

Se cargaron 100 pL de la muestra en duplicado en placas de microtitulacion. EI PRP
se estimul6 con agonistas plaquetarios, como Ris (1,2 mg/mL) y TRAP (24 uM). En
breve, se le incorpord cloruro de calcio (7,5 mM) para formar el coagulo y tPA (91
ng/mL) para acelerar la fibrindlisis.

Toda esta reaccion creada en la placa es medida usando el lector de microplacas
(Multiskan FC Thermo Fisher Scientific), éste utiliza la técnica turbidimétrica cinética
que registra la absorbancia (Abs) a 405nm, referencia 620nm, cada 1 minuto durante 3
horas a 37 °C en constante agitacion y lectura continGa de densidades Opticas cada 60
segundos durante 180 minutos.

Absorbancia a 405nm

Tiempo
(minutos)

FIGURA 5.2: Curva de formacion vy lisis del coagulo.
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a) Méxima de Abs

b) Abs basal

c) Tiempo en que se alcanza el maximo de Abs

d) Tiempo en que se obtiene la mitad del maximo de turbidez.

TLC= (d-c) min, TLC razon normalizada = TLC muestra/TLC Pool Normal.

5.4.4 Agregacion y secrecion plaquetaria

Para este ensayo se utilizé un Agregémetro PAP-8 (Biodata Corporation), donde se
midieron y analizaron los cambios de transmitancia de una suspension de plaguetas
(PRP) estimuladas con concentraciones sub-umbrales de agonistas plaguetarios;
Araquidonato de sodio (AA) (ImM), Epinefrina (EPI) (0,5 pM), Adenosin difosfato
(ADP) (0,5 uM), Coléageno (Col) (0,5ug/mL) y Ris (1,2 mg/mL). En este instrumento,
una fuente energética emite luz a 650 nm, la cual incide sobre cada microtubo, cuyo

contenido se encuentra en agitacién constante y a 37 °C.

La accion de estos agonistas, eventualmente, causa su agregacion. Esta agregacion
plaquetaria permite que el paso de la luz incidente a través del PRP (% trasmitancia) sea
mayor. Se registro el paso de la luz durante 5 minutos, a medida que se va produciendo

el aclaramiento oOptico.
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Posteriormente, se determind la secrecidon de serotonina intraplaquetaria (5HT) a
través del ensayo de High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (Waters €2695)
acoplado a un detector electroquimico (HPLC-ED) (Waters2465). *8)

TABLA 5.1: Determinacién del factor de calculo.

(Concentracio’n Calibrador 5HT (%) * Area Peak EI en Calibrador)
Area peak 5HT en Calibrador

F =

5HT: 100 ng/mL,; EIl: Estandar Interno 50 pg/mL.

Con el Area y la concentracion de la solucion calibradora de S5HT (ng/mL) se

determina el factor de calculo (F).

TABLA 5.2: Célculo de la concentracion de 5HT en el control plaquetario y

muestras.
Area SHT ng
—_— t F | —=
ur (oMY drearr ™" i)
Plaquetas 10° Rec plaquetario (x 10° pq) « Vol PRP inicial (mL)

Pq: plaquetas
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5.4.5 Purificacion de plaquetas

Se obtuvieron muestras de sangre completa por puncién venosa en el antebrazo en
tubos Falcon de 15 mL con solucién anticoagulante ACD-A (dextrosa 0,13 M, citrato de
sodio 0,085 M) conteniendo prostaglandina E1 (PGE-1) (1 uM) y teofilina (12 mM), en
relacién 1/5 de ACD-A/sangre completa.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 200 g por 9 min a 4 °C. EI PRP se recuper6

en tubos de plastico de 10 mL y se centrifugd a 1.500 g por 9 min a 4 °C.

El pellet de la centrifugacién a 1.500 g se resuspendio en buffer Tyrode de lavado
(NaCl 137 mM, KCI 2 mM, MgCl> 2 mM, NaHCO3 12 mM, NaoHPO4 0,35 mM, BSA 1
%, glucosa 5,5 mM, PGE-1 0,056 uM, pH 6,2). Luego se centrifugd 2 veces a 200 g por
9 min a 4 °C, recuperando el sobrenadante y eliminando el pellet en cada ocasion. A
continuacion se centrifugd a 1.500 g por 9 min a 4 °C, se eliminé el sobrenadante y el
pellet se resuspendio en buffer Tyrode de lavado. Luego se centrifugd a 130 g por 5 min
a 4 °C y se recuperd el sobrenadante. Se realiz6 recuento de plaquetas en contador
Coulter Z1.

Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 1.500 g por 9 min a 4 °C y se
reconstituyeron en buffer Tyrode con calcio (NaCl 121 mM, KCI 5 mM, MgCl; 0,5 mM,
CaCl2 1 mM, NaHCO3 25 mM, NaHPO4 0,4 mM, BSA 1 %, glucosa 5,5 mM, pH 7,4),
llevando a una concentracion de 6x10°plaquetas/pL.
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5.4.6 Marcaje con Anexina V-FITC en plaquetas para Citometria de Flujo

El marcaje de plaquetas con Anexina V (AxV) isotiocianato de fluoresceina (FITC)
para el analisis mediante citometria de flujo en (Accurie 6 Beckton), se realizo en

plaquetas purificadas en condiciones basales.

Como marcador de activacion, se utilizd la union de AxV-FITC para identificar
fosfolipidos anidnicos de la membrana plaquetaria, los cuales son expuestos por

productos de procesos de activacion.

En este estudio se utiliz6 como marcador de plaquetas un anticuerpo monoclonal

anti CD61-PE, el cual tiene actividad anti Glicoproteina Illa (GP Illa).

5.4.7 Marcaje de P-selectina en plaquetas para Citometria de Flujo

El marcaje de la proteina P-selectina en plaquetas (CD62P) para posterior analisis
mediante citometria de flujo, se realiz6 en PRP en condicién basal.

Como marcador de activacion de plaquetas, se utilizd anti CD62P-PE para
identificar la glicoproteina P-selectina, la cual se expresa en los granulos alfa y luego se

expone en la membrana externa plaquetaria por activacion de ésta. 9
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5.4.8 Proteina C Reactiva ultrasensible

La cuantificacion de Proteina C Reactiva ultrasensible (usPCR) en PLP se realiz6
mediante técnica ELISA competitivo %, Variable cuantitativa, que mide cantidad de

PCR expresado en pg/mL.

5.4.9 Determinacion de productos de oxidacion avanzada de proteinas

Técnica colorimétrica que se utilizé para cuantificar los niveles de productos de

oxidacion avanzada de proteinas (AOPP) presentes en PLP.

Variable cuantitativa, donde la cantidad de productos de oxidacién presentes en

plasma son expresados en mmoles equivalentes de cloramina T. %122

5.4.10 Cuantificacion de citoquinas (TNF-a e IL-6)

La técnica que se utilizé para la deteccion y cuantificacion de TNF-a, fue un ELISA
sandwich comercial (eBiosciences, Austria). Corresponde a una variable cuantitativa,
donde la cantidad de color producido es directamente proporcional a la cantidad de

TNF-a presente en la muestra ®®. La concentracion de TNF-a es expresado en pg/mL.
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La IL-6 se determind por técnica de ELISA sandwich comercial (eBiosciences,
Austria).

5.4.11 Cuantificacion del PAI-1

La técnica que se utilizd para la deteccion y cuantificacion del PAI-1, fue un ELISA
sandwich comercial (Aniara, USA). La cantidad de color generado es directamente
proporcional a la cantidad de PAI-1 presente en la muestra. La concentracion de PAI-1
es expresada en ng/mL.

5.4.12 Cuantificacion de tPA y uPA

La técnica que se utilizo para la deteccion y cuantificacion de tPA antigénico fue un
ELISA sandwich comercial (Aniara, USA). La cantidad de color generado es
directamente proporcional a la cantidad de tPA presente en la muestra. La

concentracion de tPA es expresada en ng/mL.

Ademas se determind la concentracion de uPA por técnica de ELISA sandwich
comercial (Aniara, USA). La intensidad de color generado es directamente proporcional
a la concentracion de uPA en el plasma. La concentracion de uPA es expresada en

ng/mL.
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5.4.13 Determinacion del fragmento de protrombina humana F 1+2.

Técnica inmunoenzimatica basada en el principio de sdndwich para la determinacion
in vitro del fragmento de protrombina humana F 1+2 (Behring). La intensidad de color
es directamente proporcional a la concentracion de F1+2 se determina

fotométricamente. La concentracion es expresada en pmol/L.

5.4.14 Determinacion del complejo trombina/antitrombina I11.

Técnica inmunoenzimatica basada en el principio de sandwich para la determinacién
in vitro del complejo trombina/antitrombina 11l humana (TAT) (Affinity Biological,
Canada). La intensidad del color resultante, proporcional a la concentracion de TAT, se

determina fotométricamente.
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5.4.15 Cuantificacion de la cantidad y funcion del Factor von Willebrand.

Técnica ELISA modificada de tipo directo para cuantificar los niveles de
concentracion de Factor Von Willebrand (FvW) @¥. ELISA modificado para la
cuantificacion de actividad de FvW, por union a colageno (PUC).

5.5 Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico de los datos, se utilizé el software GraphPad Prism 6. Se
determing la distribucion de los datos, promedios, desviacion estdndar (SD), error
estandar (ES), coeficiente de correlacion (r). Los valores obtenidos se consideraron
estadisticamente significativos con un p< 0,05. Los modelos estadisticos utilizados para
analizar los datos obtenidos fueron el test de Mann Whitney y la matriz de

correlaciones de Pearson.



5.6. Consentimientos informados

5.6.1 Consentimiento Informado: Controles Sanos

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

(Controles Sanos). Versién 20 de Mayo, 2014

Nombre del Neo-Sintesis Constitutiva de Proteinas por Plaquetas
Proyecto: Humanas: Alcances Fisiopatolégicos y Clinicos Distintivos”.
Sigla Protocolo: « A ctividad del Factor Tisular Plaquetario en la Uremia”

CONTROLES SANOS
Patrocinador del Fondo Nacional para la Ciencia y la Tecnologia (FONDECYT).

Estudio / Proyecto Regular 1130853

Financiamiento Escuela de Medicina, P. Universidad Catolica de Chile
Investigador Diego A. Mezzano Abedrapo

Responsable: Fonos 02 354 3774 — 02 354 3776

Depto Hematologia-Oncologia.

02| obf2olt
El propésito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar o 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. Este
estudio esta siendo financiado por FONDECYT y la Escuela de Medicina de la Pontificia
Universidad Catélica de Chile, y las pruebas de laboratorio no tienen costo para Ud.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

Usted ha sido invitado a participar en este estudio porque se considera una persona sanay
acepta participar voluntariamente en el proyecto arriba enunciado como control sano.

El prop6sito de este estudio es evaluar la participacion de las plaquetas (células
circulantes que estan relacionadas con la formacién de coagulos) en los mecanismos de
formacion de estos coagulos y su posterior disolucion. Las plaquetas producen sustancias
que permiten la formacion del coagulo, otras que participan en su disolucion y otras que
facilitan la cicatrizacién y curacién de las heridas. En algunas personas puede haber
aumento o disminucién de alguna de estas funciones, lo que causaria una tendencia
anormal a las hemorragias o a su opuesto, la formacion de coagulos dentro de los vasos
sanguineos. También queremos estudiar el efecto del colesterol alto en la sangre sobre la
funcion de las plaquetas y si un cambio en la frecuencia de administracion de la aspirina,
que inhibe las plaquetas, mejora su efecto protector de infartos. También, estudiaremos en
pacientes en dialisis si las plaquetas aumentan su actividad procoagulante. Ademas,
queremos disefiar una nueva técnica para medir la funcién de secrecion de las plaquetas, y
para ello requerimos estudiar plaquetas normales, como creemos son las suyas.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION.

Ud. debe venir al Laboratorio de Hemostasia y Trombosis ubicado en Portugal 61, ler
piso, para donar alrededor de 60cc de sangre por unica vez (3/4 de taza chica de caf¢,
distribuida en un maximo de 8 tubos de tamafios variables) al Investigador Responsable
Dr. Diego Mezzano o a alguno de los co-investigadores del proyecto arriba citado. La
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extraccion de las muestras de sangre es igual que para cualquier examen de laboratorio
clinico y el procedimiento demora alrededor de 10 minutos.

Su sangre sera usada para efectuar los examenes descritos en el proyecto (pruebas de
funcion plaquetaria, de coagulacion y de fibrinolisis, perfil bioquimico, hemograma) y se
realizaré una extraccion de DNA a partir de ella, para realizar algunos estudios sobre
genes relacionados con proteinas de la coagulacion y la fibrinolisis (disolucion del
coagulo). Sus muestras de sangre no se usaran en otros estudios de naturaleza genética
posteriores, y si, por alguna razon fuera necesario hacer otras determinaciones, le
solicitaremos un nuevo consentimiento voluntario.

Las muestras ya utilizadas son eliminadas de inmediato o se conservan hasta el fin del
proyecto de investigacion, que dura hasta Marzo del afio 2017. Durante el estudio, las
muestras de sangre estaran bajo la custodia del Investigador Principal, Dr. Diego Mezzano
y de la Co-Investigadora BQ Olga Panes. Los resultados obtenidos en el estudio de su
sangre le seran informados a Ud. personalmente si asi lo requiere o al médico que Ud.
designe. e

3 EN INVESTIGACION €]
BENEFICIOS. g CEMED\L
Ud. no tendra beneficio médico o de salud, dada su condicién de int
Cualquier anormalidad en alguno de los examenes efectuados le sera comunicada, con
recomendacion de consulta o no a quien Ud. considere médico de su confianza y eleccion.

RIESGOS.

La extraccién de sangre de una vena puede producir dolor en el sitio de la puncion,
moretén y muy raramente infeccion.

CoOSTOS.

Todo lo relacionado con estos exdmenes y su participacion en el proyecto no tendré costo
econémico para Ud.

COMPENSACIONES.

En el evento que Ud sufra alguna complicacion derivada del muestreo de sangre, sera
atendido de inmediato por el médico a cargo del proyecto, sin costo para Ud. Varios de
los examenes que se haran en el contexto del proyecto se usan en los chequeos rutinarios
de salud y sirven para descartar o sospechar algunas enfermedades.

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION.

La informacién obtenida sera confidencial, contenida en una carpeta bajo custodia del Dr.
Diego Mezzano. Sélo la Co-Investigadora BQ Olga Panes, que actia coordinando el
proyecto, podré acceder a la informacién. Es posible que los resultados obtenidos sean
presentados en revistas y conferencias médicas, sin embargo, su nombre, RUT, foto o
cualquier dato identificatorio no sera proporcionado a nadie ajeno al proyecto.

VOLUNTARIEDAD.

Su participacion en esta investigacion es completamente voluntaria. Usted tiene el
derecho a rechazar participar o a retirar su consentimiento y de esta investigaciéon cuando
Ud asi lo desee. Si usted retira su consentimiento, sus muestras seran eliminadas y la
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informacién obtenida no sera utilizada. Si por motivos de seguridad es necesario que
analicemos sus datos obtenidos hasta ese momento, lo haremos asegurando su
confidencialidad.

PREGUNTAS.

Si tiene preguntas acerca de esta investigacién médica puede contactar o llamar al Dr.
Mezzano, Investigador Responsable del estudio, al teléfono 02 354 3774 o al 02
3543776.

Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacién médica,
usted puede llamar a la Dra. Beatriz Shand K., Presidente del Comité de Etica Cientifico
de la Escuela de Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile, al teléfono 354-
8173, o al mail: etica.investigacion@med.puc.cl.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO.

Se me ha explicado el propésito de esta investigacion médica, los procedimientos, los
riesgos, los beneficios y los derechos que me asisten y que me puedo retirar (o a mi
hijo/hija, familiar o representado) de ella en el momento que lo desee.

Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado a hacerlo.
No estoy renunciando a ningin derecho que me asista.

Se me comunicaré de toda nueva informacién relacionada con esta investigacién que surja
durante el estudio y que pueda tener importancia directa para mi condicién de salud.

Se me ha informado que tengo el derecho a re-evaluar mi participacién seguin mi parecer.

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

FIRMAS

Nombre Participante Firma Fecha
Nombre Investigador Firma Fecha
Director de la institucion o su delegado. Firma Fecha

El Paciente o Control acepté voluntariamente firmar este Consentimiento, no encontrandose co1
incapacidad psiquica o intelectual alguna al concurrir con su firma.

Fecha Firma Investigador Principal

——

™
N\

' [qh%(ﬂ\%l%)q’
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5.6.2 Consentimiento Informado: Pacientes en Peritoneo-Dialisis
DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

(Pacientes en Peritoneo-Diilisis). Version 20 de Mayo, 2014

Nombre del Estudio: Neo-Sintesis Constitutiva de Proteinas por Plaquetas
Humanas: Alcances Fisiopatolégicos y Clinicos
Distintivos”.

Sigla Protocolo: Actividad de Factor Tisular Plaquetario en

Insuficiencia Renal Crénica. PACIENTES.

Patrocinador del Estudio Fondo Nacional para la Ciencia y la Tecnologia
/ Fuente Financiamiento (FONDECYT) N° 1130853.
Escuela de Medicina, P. Universidad Catoélica de Chile.

InvestigadorResponsable:  Diego A. Mezzano Abedrapo.
Fonos 02 354 3774 — 02 354 3776.
Depto/UDA Hematologia-Oncologia.

El proposito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar o 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. Este
estudio esta siendo financiado por FONDECYT y la Escuela de Medicina de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

Este estudio pretende esclarecer si en los pacientes con insuficiencia renal cronica,
enfermedad que Ud. padece, las plaquetas circulantes tienen participacién en la activacion
de la coagulaci6én observada en ellos. La activacion de la coagulacién se relaciona con la
aparicion de trombosis, por ej., infarto cerebral o cardiaco.

PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION.

A Ud se le extraer4 una muestra de 60 cc de sangre (equivalente a % partes de una taza de
café chica, distribuidos en tubos de diferentes tamaiios) en la Unidad de Didlisis previo a
someterse al procedimiento de peritoneo dialisis. Para este estudio, Ud debe contar con la
autorizacién de su médico tratante, y los resultados seran comunicados por escrito en
forma completa, oportuna y directa por alguno de los Investigadores a €l cuando concluya
el analisis de sus muestras y la totalidad del estudio.

La extraccion de las muestras de sangre es la habitual en laboratorios clinicos. Su sangre
sera usada para efectuar los examenes descritos en el proyecto (pruebas de funcion
plaquetaria, de coagulaci6n y de fibrin6lisis, perfil bioquimico, hemograma). De la
muestra se sacara ADN para estudiar variantes de proteinas plaquetarias eventualmente
relacionadas a la funcion de las plaquetas. Este ADN no se utilizara en otras
investigaciones. Las muestras son utilizadas s6lo durante el periodo de la investigacion, y
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seran eliminadas al término del proyecto, en Marzo 2017. La muestra obtenida, no se
usara para estudios de naturaleza genética posteriores. Durante el estudio, las muestras de
sangre estaran bajo la custodia del Investigador Principal, Dr. Diego Mezzano y de la Co-
Investigadora BQ Olga Panes. Si por el avance del conocimiento en este tema fuera
necesario hacer otros examenes que los descritos, se le solicitara al paciente un nuevo
consentimiento voluntario informado. Ademas, Ud tiene derecho a solicitar el resultado

de sus examenes y conocer las implicancias respecto a su salud, informadas por su médico
tratante.

BENEFICIOS

Esta investigacion no tiene beneficio personal inmediato. Sin embargo, si los resultados

finales de este estudio son positivos, los enfermos como Ud podrian tener un tratamiento
mas seguro y efectivo.

RIESGOS.
La extracciéon de sangre de una vena puede producir dolor local por el pinchazo,

ocasionalmente moretones en el sitio de puncién, y muy raramente infeccion local. En su
caso, se aprovechara la misma puncion que se efectuara al comienzo de la dialisis.

COSTOS.
Su participacion en esta investigacion no tiene costo econdémico para Ud..

COMPENSACIONES.

En el evento que Ud sufra alguna complicaci6n derivada del muestreo de sangre, sera
atendido/a de inmediato por el médico a cargo del estudio sin costo para mi.

Todos los examenes complementarios que se haran son sin costo para mi.

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION.

La informacién obtenida se mantendra en forma confidencial. La informacién obtenida
seré totalmente confidencial, contenida en una carpeta bajo custodia del Dr. Diego
Mezzano. Sélo la Co-Investigadora BQ Olga Panes, que actua coordinando el proyecto,
podra acceder a la informacion. Es posible que los resultados obtenidos sean presentados
en revistas y conferencias médicas, sin embargo, su nombre, RUT, foto o cualquier dato
identificatorio no sera proporcionado a nadie ajeno al proyecto.

VOLUNTARIEDAD.

Su participacion en esta investigacién es completamente voluntaria. Usted tiene el
derecho a no aceptar participar o a retirar su consentimiento de esta investigacion cuando
asi lo desee, sin afectar el tratamiento que Ud. recibe de su médico. Si usted retira su

consentimiento, sus muestras seran eliminadas y la informacion obtenida no sera
utilizada.

PREGUNTAS.

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion médica puede contactar o llamar al Dr.

Mezzano, Investigador Responsable del estudio, al teléfono 02 354 3774 o al 02
3543776. AERSIAD CA




Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacion médica,
usted puede llamar a la Dra. Beatriz Shand K., Presidente del Comité de Etica Cientifico
de la Escuela de Medicina, Pontificia Universidad Catélica de Chile, al teléfono 354-
8173, o al mail: etica.investigacion@med.puc.cl.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO.

Se me ha explicado el propésito 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 a hacerlo.
No estoy renunciando a ningin derecho que me asista.

Se me comunicaré de toda nueva informacion relacionada con esta investigacion que surja
durante el estudio y que pudiera tener importancia directa para mi condicién de salud.

Se me ha informado que tengo el derecho a re-evaluar mi participacion segun mi parecer.
Al momento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento.

FIRMAS
Nombre Participante Firma Fecha
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Director de la institucion o su delegado Firma Fecha

El Paciente o Control acepté voluntariamente firmar este Consentimiento, no
encontrandose con incapacidad psiquica o intelectual alguna al concurrir con su firma.
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CAPITULO 6: RESULTADOS

6.1 Caracteristicas demograficas de la poblacion

Para este estudio se analizaron las muestras de un total de 25 pacientes IRC en PD, de
los cuales 23 cumplieron con los criterios de inclusién, en paralelo se estudiaron 23
individuos aparentemente sanos, correspondientes a los controles, los cuales fueron

pareados por sexo y edad.

La tabla 6.1 muestra los datos demograficos de ambas poblaciones en estudio. Se
muestra el promedio £ error estandar, el analisis estadistico se realiz6 con test-t no

pareado con significacion p< 0,05.

Los pacientes en PD presentaron una disminucién estadisticamente significativa en

su hematocrito y hemoglobina. Y aumento en los niveles de creatinina y triglicéridos.



TABLA 6.1: Caracteristicas demograficas de pacientes en PD y controles.
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Controles PD p
(n=23) (n=23)

Edad (afios) 46,52 + 2,86 47,09 + 2,87 Ns
Hombre/Mujer 9/14 9/14 Ns
Plaguetas (x103/mm?3) 242,9+9,04 2415 + 15,62 Ns
Hematocrito (%) 40,35+ 1,54 32,09 +£1,15 falaioked
Hemoglobina (mg/dL) 14,10 £ 0,25 10,58 + 0,37 Fkxk
Glucosa (mg/dL) 86,87 £ 1,921 87,70 £ 2,867 Ns
TFG (mL/min/1,73m?) >60 6,13 (2-17)

Creatinina (mg/dL) 0,76 £ 0,03 10,66 + 1,10 kA
Colesterol total (mg/dL) 186,0 + 8,85 182,4 + 8,30 Ns
Triglicéridos (mg/dL) 111,1 £ 13,55 150,2 £ 15,07 *
LDL (mg/dL) 111,3 +6,18 107,4 + 6,95 Ns
HDL (mg/dL) 52,61 + 3,11 44,96 + 2,69 Ns

Los resultados se presentan como promedio + error estandar. ns: no significativo

(* p< 0,05; ****p< 0,0001).
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6.2 Funcién Plaquetaria

En la figura 6.2.1, se muestran los resultados obtenidos para la funcion plaguetaria
utilizando concentraciones sub-umbrales de agonistas para evidenciar un aumento en la
reactividad plaquetaria, en A se muestra la agregacion plaquetaria determinada como el
area bajo la curva de agregacion (AUC) y en B el porcentaje de secrecion de 5HT,
determinada por ensayo de HPLC acoplado a HPLC-ED, al activar las plaquetas con los

agonistas plaquetarios.

Los resultados muestran que los pacientes en PD presentan un aumento significativo
de agregacion plaquetaria con AA, EPl'y ADP, no asi con Col o Ris.
El andlisis secrecion plaquetaria mostro un aumento significativo en plaquetas

estimuladas por ADP.
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FIGURA 6.2.1: Agregacion y secrecion plaquetaria.
En A, agregacion plaquetaria. Se grafica el Area bajo la curva obtenida al activar las

plaguetas con agonistas plaquetarios, en pacientes en PD y controles.
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En B, Secrecion de serotonina. Se grafican los valores expresados en porcentaje de
serotonina secretada segun el agonista plaquetario. Los resultados se presentan como
promedio * error estandar. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Se estudié mediante citometria de flujo la expresion de marcadores de activacion en
la superficie plaquetaria. Como se observa en la figura 6.2.2, en A, se grafico el
porcentaje de expresion de CD62P, esta proteina se encuentra contenida en los granulos
alfa plaguetarios y frente a estimulos es expuesta sobre la membrana plaquetaria. Las
plaquetas en estado basal no presentan diferencia estadisticamente significativa en la

expresion de esta proteina.

Otro marcador de activacion plaquetaria que se determino, fue la exposicion del
fosfolipido Fosfatidilserina, mediante la marcacion de AxV- FITC. Las plaquetas al
activarse exponen fosfolipidos anidnicos que son traslocados desde la cara interna de la
membrana hacia la cara externa, este fenomeno de “flip-flop” crea una membrana
plaquetaria procoagulante necesaria para activar al FT y desencadenar asi la
coagulacién. Como se observa en la figura 6.2.2 en B, las plaquetas en estado basal o
no estimuladas (N-E) no presentan diferencia estadisticamente significativa entre

pacientes en PD y controles.
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FIGURA 6.2.2: Citometria de Flujo; expresion de P-selectina y Anexina V.

En A, se observa la expresion de CD62P. En B, expresion de Fosfatidilserina
mediante marcador Anexina V-FITC. Los resultados se presentan como promedio *

error estandar. N-E: no estimulado; ns: no significativo.

6.3 Marcadores de GT in vivo

Para determinar si los pacientes en PD poseen un aumento de su estado
procoagulante se analiz6 como marcador de GT in vivo, dos marcadores de generacién
de trombina: fragmentos F1+2 que se grafica en la figura 6.3 en A y el complejo TAT

en B.

Al activarse la protrombina, esta sufre un corte proteolitico lo que genera los
fragmentos F 1+2 y trombina en igual proporcion. Luego la trombina generada puede

ser inhibida por la antitrombina 111, formandose el complejo TAT.

El complejo F1+2 esta aumentado significativamente en PD con respecto a los
controles, no asi el complejo TAT. La discrepancia entre ambos marcadores, puede
deberse a que la antitrombina I11 no es el Unico inhibidor de la trombina, existiendo por

ejemplo la a2 Macroglobulina inhibidor directo de trombina.
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FIGURA 6.3 Marcadores de GT in vivo.

En A, fragmentos F1+2 y en B, complejo TAT. Los resultados se presentan como

promedio + error estandar. ns: no significativo. (****p<0,0001).

6.4 Marcador de GT ex vivo

Teniendo como antecedentes que la progresion de la IRC se complica por la
hiperreactividad plaquetaria y que esta pudiera estar ayudando al desarrollo de la
aterosclerosis avanzada y eventos protromboticos, se determind si los pacientes en PD
tienen un aumento en su capacidad de generar trombina, en especial la capacidad de las
plaquetas, estimuladas con agonistas plaquetarios, para generar trombina a partir de su
FT.
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Para ello se evalu6 la generacion de trombina en PRP estimulado Ris y TRAP,

anélogo de la trombina y se analizaron dos pardmetros, el ETP y el Vi.

El analisis del ETP no present6 una diferencia estadisticamente significativa entre

loa pacientes en PD y controles, en cambio el Vi mostré una disminucion significativa

en PD respecto al grupo control. Esto indica que los pacientes en PD poseen la misma

potencialidad de generar trombina que controles, sin embargo, la velocidad con que

generan esta trombina estd disminuida. Los datos se muestran en la figura 6.4 en Ay B

respectivamente.
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FIGURA 6.4: Marcador de GT ex vivo.
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En A, ETP y en B, Vi. Los resultados se presentan como promedio + error estandar.

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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6.5 Cuantificacion de actividad fibrinolitica

Se cuantifico la actividad fibrinolitica de pacientes en PD y controles mediante el
TLC, que es una técnica global en que las plaquetas son estimuladas con agonistas
plaquetarios. Esta medicién tiene una muy buena correlacion con los niveles

plasmaéticos del inhibidor de la fibrindlisis PAI-1.

Se encontrd6 mediante esta técnica una actividad fibrinolitica disminuida de los
pacientes en PD en relacién a controles en plaquetas activadas con ristocetina, figura
6.5en A.

Al cuantificar la cantidad de PAI-1 antigénico mediante ELISA en el sobrenadante
obtenido tras realizar la técnica de TLC, se observa una diferencia significativa entre

pacientes en PD y controles, figura 6.5 en B.

La determinacién de tPA antigénico mostré que los pacientes en PD presentan una
cantidad menor de tPA versus los controles, figura 6.5 en C, sin embargo, pese a que la
determinacion de uPA antigénico, figura 6.5 en D, presenta una tendencia descendente
en pacientes en PD, ésta no es estadisticamente significativa.
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FIGURA 6.5: Determinacion de TLC, PAI-1, tPA y uPA. Los resultados se presentan
como promedio * error estandar. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001).
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6.6 Marcadores de inflamacion

La IRC se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria, para confirmar este
estado se determinaron los niveles de usPCR y citoquinas inflamatorias TNF-o. e IL-6
mediante ELISA. En la figura 6.6 se puede apreciar que tanto en la IL-6, TNF-a y
usPCR los pacientes en PD presentan una mayor concentracién en comparacion a los

controles.
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FIGURA 6.6: Marcadores de Inflamacion; IL-6, us PCR, TNF-a.
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En A, concentracion de IL-6. En B determinacion de usPCR. En C, concentracién de
TNF-a. Se presentan los resultados como promedio + error estdndar. (**p<0,01;
***p<0,001).

6.7 Marcadores de dafio endotelial

Se midié mediante un ELISA directo la concentracion de FvW como marcador de
dafo endotelial y su actividad mediante la prueba de unién a colageno (PUC). Se
encontr6 que en los pacientes en PD existe un aumento significativo de FVW en

comparacion a los controles, lo que indicaria un mayor dafio endotelial.
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FIGURA 6.7: Marcadores de dafio endotelial: Ag FvW 'y PUC.

En A cuantificacion de la concentracion de FvW antigénico. En B Funcionalidad del
FVW, mediante su union a colageno en plasma. Los resultados se presentan como
promedio * error estandar (***p< 0,001; **** p< 0,0001).
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6.8 Marcador de estrés oxidativo

Considerando que los pacientes que se encuentran en PD presentan un mayor estres
oxidativo y que éste se relaciona con la progresion de la IRC, se determin6 un la

concentracion de AOPP.

Se encontrd que los pacientes en PD presentan mayor cantidad de AOPP, lo que

indica que presentan un mayor estrés oxidativo que los controles.
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FIGURA 6.8: Marcador de estrés oxidativo AOPP

Los resultados se presentan como promedio + error estandar. (****p<0,0001).
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6.9: Correlaciéon entre marcadores de inflamacion, estrés oxidativo, dafio

endotelial y actividad fibrinolitica.

Se realizé estudio estadistico de correlacion con un test estadistico no
paramétrico (test de Spearman), encontrando correlaciones significativas, entre los
parametros de TLC-Ris y estrés oxidativo, ademas de los marcadores de inflamacion y
dafo endotelial.

Estos resultados indican que existe un mayor tiempo de lisis del coagulo en
pacientes que presentan niveles aumentados de creatinina, triglicéridos, de marcadores

de dafio endotelial, inflamacién y estrés oxidativo.

TABLA 6.9: Correlacion entre marcadores de inflamacidn, estrés oxidativo, dafio

endotelial y actividad fibrinolitica.

v/s TLC-Ris p
R
Creatinina 0,521 1,429x10°
Triglicéridos 0,322 0,01
FvW 0,443 0,002
PUC 0,434 0,001
AOPP 0,552 7,077x10°
UsPCR 0,514 3,031x10*

Analisis con test no paramétrico de Spearman
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CAPITULO 7: DISCUSION

En este estudio se reclutaron pacientes con IRC en tratamiento de PD, en los cuales
se ha demostrado la presencia de un aumento en el riesgo de sufrir eventos
tromboticos y enfermedades cardiovasculares, explicado  principalmente por un

aumento de su estado inflamatorio y una mayor actividad procoagulante.

La disminucidn de la actividad fibrinolitica, también se ha asociado a un aumento en
el riesgo de eventos cardiovasculares, sin embargo, en pacientes con IRC en PD, no ha
sido evaluada, por tanto se propuso estudiar el estado fibrinolitico de estos pacientes

con especial énfasis en la participacion de plaquetas en este proceso.

Estudios previos han demostrado que un aumento en la funcion plaquetaria
asociadas a condiciones patoldgicas, llevan a disfunciones tromboembolicas. Es asi
como en el presente estudio se confirmo en pacientes con IRC en PD un aumento en la
funcion plaquetaria determinada como aumento de su agregacion y secrecion
plaquetaria utilizando concentraciones subumbrales de agonistas plaquetarios, 1o que

indica que los pacientes presentan una hiperreactividad en sus plaquetas.

Plaquetas, en condiciones basales de obtencion de las muestras, no mostraron un
aumento significativo de la expresion de P-selectina o AxV, lo que indicaria que las
plaquetas no son activadas in vivo, sino que son mas reactivas a la estimulacion con
agonistas plaquetarios. Probablemente, esta hiperreactividad plaquetaria esté dada por
el dafio oxidativo o por activacion de células endoteliales, la cuales podrian provocar un

cebado de plaquetas, que permite una baja en los umbrales de activacion de éstas.
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Se confirmd el aumento en los marcadores de estrés oxidativo dado por un aumento
significativo en los niveles de AOPP y dafio endotelial por un aumento estadisticamente
significativo en los niveles y actividad de FYW y un aumento en el estado pro
inflamatorio determinado por un incremento en los niveles de usPCR, TNF-a e IL-6
en los pacientes con IRC. El aumento de estos marcadores de inflamacion, provocarian

modificaciones en la pared endotelial, generando una disfuncion de ésta.

Estos pacientes pese a encontrarse en tratamiento de reemplazo (PD) para su
funcién renal, poseen niveles de creatinina aumentados, lo que favorece ain mas el

estrés oxidativo y manteniendo el dafio endotelial.

El estudio de GT en PRP, no arrojo resultados esperados, ya que las plaquetas de
pacientes con IRC en PD presentan un potencial de generar trombina similar a
controles y una menor velocidad de generacion de trombina, comparada con controles
normales. Probablemente en la generacién de trombina ex vivo intervengan otros

factores que no hemos evaluado.

Otro marcador de generacion de trombina, in vivo, es el fragmento F1+2 en plasma,
generado en una relacién uno a uno con trombina y que se encontré significativamente
aumentado en pacientes en relacion a controles. Sin embargo, otro marcador de
actividad procoagulante in vivo el complejo TAT, no mostr6 diferencias, esto podria
deberse a que estén actuando otros inhibidores directos de la trombina como a-2
macroglobulina, a-1 antitripsina, a-2 antiplasmina y el cofactor Il de la heparina sobre

ella.

La actividad fibrinolitica determinada mediante la técnica de TLC en plasmay PRP
activado con Ris, mostr6 un aumento significativo de la razon normalizada en
pacientes con respecto a controles denotando una disminucion de actividad

fibrinolitica o hipofibrindlisis.

Se determind la cantidad de los activadores del plasmindgeno en plasma (tPA y

uPA), encontrando una disminucién significativa en los niveles de tPA de los
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pacientes, en cambio la cuantificacion de uPA no mostr6 una disminucion significativa,

aunque podemos observar la misma tendencia que en el tPA.

La disminucion de los niveles plasmaticos de estos activadores de plasminogeno,
podrian indicar un consumo de estos, lo que provocaria una pobre disolucion de

coagulos formados en circulacion.

El TLC activado con Ris mostré correlacion significativa con los niveles de
creatinina plasmatica, de FVW antigénico y funcion, los niveles de AOPP y niveles de
trigiceridos, lo que indica una disminucion de la capacidad fibrinolitica de las plaquetas
asociados al aumento de los niveles de creatinina, marcador de disfuncién renal, que se
asocia a un mayor nivel de estrés oxidativo que dafiaria y activaria células endoteliales

que provoca el aumento de los niveles de FVW.

Esta asociacion entre dafio endotelial y la IRC, estaria asociado a una disminucion

de la capacidad fibrinolitica de las plaquetas.
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CAPITULO 8: CONCLUSIONES

1. Se corrobora que pacientes en PD presentan un mayor estrés oxidativo,
microinflamacion, dafio endotelial, hiperreactividad plaquetaria y aumento de

la actividad procoagulante.

2. Pacientes en PD presentan una disminucion de la capacidad fibrinolitica de sus
plaquetas, determinada por un TLC prolongado que se correlaciona
directamente con los niveles de triglicéridos e inversamente con los niveles de

los activadores de la fibrindlisis.

3. Ladisminucidn de la actividad fibrinolitica en pacientes con IRC en PD, podria
ser parte de la patogenia de estos pacientes y causa del aumento en el riesgo de

sufrir eventos cardiovasculares.
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