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GLOSARIO.

Agonista. Sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y provocar una respuesta
en la célula con el fin de estimular una funcidn, ya sea especifica o adversa.

Angiografia. Técnica radiografica que emplea un colorante que se inyecta en las cavidades
del corazén o en las arterias que conducen al corazén (las arterias coronarias). El estudio
permite medir el flujo de sangre y la presion en las cavidades cardiacas y determinar si las
arterias coronarias estan obstruidas.

Angioplastia. Procedimiento que consiste en introducir un baldn para dilatar una arteria
ocluida (total o parcialmente), con el fin de restaurar el flujo sanguineo, obstruido por
placas de colesterol y/o trombo.

Captesina. Proteina con actividad proteolitica cataliza la hidrélisis de proteinas a
polipéptidos. Se encuentra en muchos tipos de células, incluyendo a todas las células de
animales. La mayoria se activan al pH acido que hay en el interior de los lisosomas, por lo

que su actividad suele darse en el interior de dichos organulos.

Colagenasa. Enzima, mas especificamente una metaloproteinasa de matriz que rompe los
enlaces peptidicos de los colagenos que pueden ser tipo (1, II, Ill, IV, V) y que contiene zinc.
Son una familia de enzimas de diversos origenes celulares y especificidades para distintos
sustratos. Estas enzimas aparte de degradar al coldgeno activan la TNF-alpha. La
colagenasa puede ser producida durante una respuesta inmunoldgica, por la citocina que
estimula células como los fibroblastos y los osteoblastos, requieren iones de calcio para

entrar en actividad.

Dopamina. Neurotransmisor catecolaminérgico mas importante del Sistema Nervioso
Central (SNC) de los mamiferos y participa en la regulacion de diversas funciones como la
conducta motora, la emotividad y la afectividad asi como en la comunicacién

neuroenddcrina.
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Enfermedad de von Willebrand. Trastorno hemorragico hereditario mas comun en los
seres humanos. La caracteristica central de todos los tipos de EVW es la presencia de

cantidades reducidas de FVW o de formas anormales del FVW en el torrente sanguineo.

Glicoproteina. Moléculas compuestas por una proteina unida a uno o varios glucidos,
simples o compuestos. Tienen entre otras funciones el reconocimiento celular cuando

estan presentes en la superficie de las membranas plasmaticas.

Hemostasis. Conjunto de mecanismos aptos para detener los procesos hemorragicos; en
otras palabras, es la capacidad que tiene un organismo de hacer que la sangre en estado
liguido permanezca en los vasos sanguineos. La hemostasia permite que la sangre circule
libremente por los vasos y cuando una de estas estructuras se ve dafiada, permite la
formacién de coagulos para detener la hemorragia, posteriormente reparar el dafio y

finalmente disolver el codgulo.

Homeostasis. Tendencia de los organismos vivos y otros sistemas a adaptarse a las nuevas

condiciones y a mantener el equilibrio a pesar de los cambios.

Integrinas. Las integrinas forman parte de las moléculas de adhesion celular (CAMs: Cell
Adhesion Molecules). Son proteinas de membrana formadas por dos cadenas, la alfa y la
beta. Participan en interacciones con proteinas CAMs de otras super familias en las que se
requiere, en muchos casos, la participacidn de cationes divalentes como el calcio o el
magnesio. Las integrinas pueden interaccionar con componentes de la matriz extracelular
y, a nivel intracelular, interaccionan con proteinas que las conectan funcionalmente con el
citoesqueleto y con enzimas que desencadenan cascadas de sefializacion. Estas rutas de
sefializacion son integradas en la célula junto con otras sefales, a veces procedentes de
otros tipos de CAMs, pudiendo respuestas tan diversas como la proliferacion, la migracion,

la diferenciacioén, la muerte o la activacién, segun el caso. Las integrinas juegan un papel
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importante en la patogenia de multiples enfermedades autoinmunes y en el desarrollo de

metastasis en los procesos tumorales.

Interleucinas. Conjunto de citocinas (proteinas que actian como mensajeros quimicos a
corta distancia) que son sintetizadas principalmente por los leucocitos, aunque en algun
caso también pueden intervenir células endoteliales, del estroma del timo o de la médula
dsea. Su principal funcién es regular los eventos que atafien a las funciones de estas
poblaciones de células del sistema inmunitario, como la activacién, diferenciaciéon o
proliferacién, la secrecién de anticuerpos, la quimiotaxis, regulaciéon de otras citocinas y
factores, entre otras. Han sido descritas distintas alteraciones de ellas en
enfermedades autoinmunes o en inmunodeficiencias.

Megacariocito. Célula del tejido hematopoyético que deriva de la serie mieloide. En el
proceso de diferenciacién el megacariocito pasa por diferentes etapas que implican la
division del nucleo sin divisién del citoplasma. Se forma asi una célula poliploide de gran
tamafio (60 micras o mas) que permanece alojada en la médula junto a los vasos
sanguineos y emite una serie de fragmentos celulares al torrente sanguineo. Estos
fragmentos celulares son las plaquetas.

Prostaglandinas. Lipidos mediadores autocrinos y paracrinos que actian sobre las

plaguetas, el endotelio, las células uterinas y los mastocitos, entre otros. Se sintetizan en

las células a partir de los acidos grasos esenciales.

Quelante. Compuesto quimico que se une con firmeza a los iones metalicos. En el campo
de la medicina, los quelantes se usan para extraer metales téxicos del cuerpo. También
estan en estudio para el tratamiento de cancer.

Sindrome de Bernard-Soulier. Segundo mas comun trastorno hemorragico hereditario

gue se produce como consecuencia de defectos en la funcién plaquetaria. Se caracteriza

por, entre otros sintomas, la presencia de plaquetas gigantes.

Trombastenia de Glanzmann. Defecto plaquetario congénito infrecuente, con una
incidencia de 1 por millén que se hereda en forma autosdmica recesiva.

Trombocitopenia. Nivel anormalmente bajo de plaquetas en la sangre.

Trombopoyesis. Proceso de formacién de nuevas plaquetas o trombocitos.
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1. RESUMEN

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crdnica y progresiva, caracterizada
por la inflamacién, dolor y destruccién ésea en las articulaciones periféricas que da por resultado
deformidad y reduccién de la capacidad funcional igualmente creciente que llega incluso a la
invalidez, afecta aproximadamente al 1-2% de la poblacién mundial, principalmente al grupo con
mayor capacidad productiva y laboral dentro de la sociedad. Entre los pacientes con AR, la
enfermedad cardiovascular (ECV) es la causa mas importante de mortalidad y morbilidad. Sin
embargo, el desarrollo acelerado de la aterosclerosis observada en los pacientes con AR no puede
ser completamente explicada por los factores de riesgo de Framingham tradicionales por lo que
se ha propuesto que la inflamacidn sistémica y los mecanismos relacionados con la enfermedad
podrian desempenar un papel fundamental en el aumento de riesgo cardiovascular. Diversos
estudios clinicos y experimentales sugieren que los niveles de células progenitoras endoteliales se
correlacionan con la inflamacién sinovial y aumento de la morbilidad y mortalidad cardiovascular.
A pesar de la informacién con la que se cuenta la funcidén exacta de las EPCs en la patogénesis de
la AR aln no se conoce, y su papel como un marcador prondstico no esta claro, por lo que es de
suma importancia el estudio de estas células como un nuevo marcador diagndstico y prondstico,
relacionandolo con la cuantificacion de otros biomarcadores, asi como con las caracteristicas

clinicas de los pacientes.

OBJETIVOS: Evaluar la correlacién entre los niveles de Células Progenitoras Endoteliales por

citometria de flujo con el grado de disfuncion endotelial en pacientes con Artritis Reumatoide asi

1 FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.



UMSNH

como biomarcadores protrombdticos y de inflamacion mediante ELISA y compararlos con

controles sanos.

MATERIAL Y METODOS: Estudio de cohorte, casos y controles, comparativo, prolectivo,
transversal. Se obtendrd una muestra de sangre venosa periférica para la cuantificaciéon de las
células progenitoras endoteliales mediante citometria de flujo por previa inmunofenotipificacion
utilizando anticuerpos monoclonales CD133, CD45, CD34 y KDR, asi como para el analisis de
biomarcadores protrombéticos y de inflamacidon por ELISA, se realizara también Biometria

Hematica completa, Velocidad de Sedimentacion Globular, Proteina C reactiva.

RESULTADOS: Los resultados observados concuerdan con los reportados en la literatura y sugieren
gue niveles disminuidos de EPCs pudieran estar siendo afectados por la inflamacién crénica
presente en pacientes con AR. Por otro lado los niveles incrementados de EC observados en
pacientes con AR parecen indicar que estos pacientes presentan un proceso de apoptosis inducida
por pérdida de anclaje de la célula a la matriz extracelular o por interacciones célula-matriz
inapropiadas lo cual sugiere que a mayor actividad de la enfermedad mayor es el dafio endotelial.
Por otro lado las concentraciones de IL-6, TNF-a y P-selectina fueron significativamente mayores
en el grupo con AR que en el grupo CS lo que apoya el uso de EPCs e interleucinas como
biomarcadores indirectos de dafio endotelial y alto riesgo cardiovascular. CONCLUSION. Los
porcentajes de IEPCs y EC y las concentraciones de IL-6, TNF-a y P-selectina varian en los

diferentes grados de actividad de la AR.
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ABSTRACT

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic progressive autoimmune disease characterized by
inflammation, pain and bone destruction in peripheral joints resulting deformity and reduced
functional capacity also increased which even disability, affecting about 1-2% of the world
population, mainly the group more productive and labor capacity within society. Among patients
with rheumatoid arthritis, cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of mortality and
morbidity. However, the accelerated development of atherosclerosis observed in patients with RA
can not be fully explained by so has been proposed traditional risk factors Framingham that
systemic inflammation and disease-related mechanisms could play a key role in increasing
cardiovascular risk. Various clinical and experimental studies suggest that the levels of endothelial
progenitor cells correlate with the synovial inflammation and increased cardiovascular morbidity
and mortality. Despite the information that the exact role of EPCs in the pathogenesis of RA is not
yet known, and its role as a prognostic marker is unclear counts, so it is important to study these
cells as a new diagnostic and prognostic marker, relating to the quantification of other biomarkers,

as well as the clinical characteristics of patients.

OBJETIVE: To evaluate the correlation between the levels of Endothelial Progenitor Cells by flow
cytometry with the degree of endothelial dysfunction in patients with rheumatoid arthritis and

inflammatory and prothrombotic biomarkers by ELISA and compared with healthy controls.

MATERIALS AND METHODS: Cohort study, case-control, comparative, prolective, cross. A sample

of peripheral venous blood was obtained for quantitation of endothelial progenitor cells by flow
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cytometry using CD133 prior immunophenotyping, CD45, CD34 and KDR monoclonal antibodies
and for analyzing thrombotic and inflammatory biomarkers by ELISA, be held Biometrics also

complete blood count, erythrocyte sedimentation rate, C-reactive protein.

RESULTS: The observed results agree with those reported in the literature and suggest that
decreased levels of EPCs may be being affected by chronic inflammation present in patients with
RA. Moreover increased levels of EC observed in RA patients suggest that these patients are
undergoing apoptosis induced by loss of attachment of the cell to the extracellular matrix or cell-
matrix interactions inappropriate suggesting that higher activity most disease is endothelial
damage. On the other hand the concentrations of IL-6, TNF-a and P-selectin were significantly
higher in the group with RA than in the CS group that supports the use of EPCs and interleukins as

indirect biomarkers of endothelial damage and high cardiovascular risk.

CONCLUSION. IEPCs percentages and EC and concentrations of IL-6, TNF-a and P-selectin vary in

different degrees of activity of RA.
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2. INTRODUCCION

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica y progresiva,
caracterizada por la inflamacidn, dolor y destruccidn ésea en las articulaciones periféricas
que da por resultado deformidad y reducciéon de la capacidad funcional igualmente
creciente que llega incluso a la invalidez, afecta principalmente al grupo con mayor
capacidad productiva y laboral dentro de la sociedad. Entre los pacientes con AR, la

enfermedad cardiovascular (ECV) es la causa mas importante de mortalidad y morbilidad.

Sin embargo, el desarrollo acelerado de la aterosclerosis observada en los pacientes con
AR no puede ser completamente explicada por los factores de riesgo de Framingham
tradicionales por lo que se ha propuesto que la inflamacién sistémica y los mecanismos
relacionados con la enfermedad podrian desempefiar un papel fundamental en el

aumento de riesgo cardiovascular.

Diversos estudios clinicos y experimentales sugieren que los niveles de células
progenitoras endoteliales se correlacionan con la inflamacidn sinovial y aumento de la
morbilidad y mortalidad cardiovascular. A pesar de la informacién con la que se cuenta la
funcién exacta de las EPCs en la patogénesis de la AR aun no se conoce, y su papel como
un marcador prondstico no esta claro, por lo que es de suma importancia el estudio de
estas células como un nuevo marcador diagnéstico y prondstico, relacionandolo con la
cuantificacion de otros biomarcadores, asi como con las caracteristicas clinicas de los

pacientes.
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3. MARCO TEORICO

3.1 ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, sistémica y de
etiologia desconocida caracterizada por inflamacion articular crénica que provoca
destruccion progresiva de la misma con distintos grados de deformidad e
incapacidad funcional (Mody GM, Cardiel HM 2008). También pueden aparecer
manifestaciones extraarticulares lo que conduce a una disminucién en la calidad de

vida y un aumento de la morbilidad y mortalidad.

&2
\/

| |

Huesos saludables Mano con artritis reumatoide
Artritis Crea un tumor en la El cartilago y los huesos
articulaciéon comienzan a destruirse.

Figura 1. La artritis reumatoide provoca que las articulaciones y los tejidos se
inflamen, por esta razon se dificulta el movimiento normal de las rétulas; es una
enfermedad autoinmune, lo que quiere decir que es el propio organismo que se ataca
asi mismo por error.
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3.2 EPIDEMIOLOGIA

La artritis reumatoide (AR) afecta alrededor del 1-2% (Sang-Cheol y cols. 2009) de la
poblacién a nivel mundial. La edad de inicio aproximado es de 40 + 10 afos aunque puede
iniciar a una edad mas temprana, es mas frecuente en mujeres que en hombres, con una
relacién 3-5:1. En México afecta al 0.3-1% de la poblacién en general, siendo el principal

motivo de consulta en el Servicio de Reumatologia (Mendoza-Vazquez y cols. 2013).

3.3 FISIOPATOLOGIA.

Dentro de la fisiopatologia de la AR las articulaciones diartroideas, es decir las que tienen
membrana sinovial se consideran especialmente importantes ya que es el érgano de
choque de este padecimiento sistémico. Estas articulaciones sinoviales estan conformadas
de dos extremos dseos recubiertos por cartilago hialino, metabdlicamente activo y
formado por fibras de colageno tipo Il asi como proteoglicanos, una capsula articular
donde se encuentran los sinoviocitos A que son fagociticos y los de tipo B parecidos a los
fibroblastos que produce el liquido sinovial el cual contiene acido hialurdénico y lubricina.
El acido hialurénico es el encargado de lubricar la capsula articular, mientras que la
lubricina lubrica el cartilago. El fluido sinovial actia como transportador de nutrientes y
como medio de eliminacion de los productos metabdlicos de las estructuras vasculares de

la articulacién (Guzman 2007, Tercero MJ y Olalla R 2010).
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La inflamacidén y la destruccion articular caracteristicas de la AR, son procesos complejos
multicelulares, en los cuales se pueden distinguir tres fases mas o menos distintivas
y muchas veces yuxtapuestas. La primera es una fase de induccion que precede a las
manifestaciones clinicas, la segunda fase es la inflamatoria articular de la enfermedady

por ultimo la tercera fase que corresponde a la destruccion articular (Rojas y cols. 2010).

En pacientes con Ar la membrana sinovial se caracteriza por hiperplasia e infiltracién de
linfocitos T activados, macrofagos vy linfocitos B. La célula mononuclear mas notable es la
célula T CD4+, la cual se infiltra en regiones intermedias y profundas del sinovio. Las
células B y las células dendriticas forman agregados con las células T y los macréfagos del
tejido y en aproximadamente un 20% de los pacientes forman estructuras parecidas a los
foliculos linfoides. La produccidon local de autoanticuerpos y otras inmunoglobulinas
resulta en la formacién de inmunocomplejos. Los autoanticuerpos (conocidos como factor
reumatoide) son de tipo IgG. Componentes articulares tales como colageno tipo Il y

proteoglicanos, se unen a la porcién Fc de la IgG.

Las células T acumuladas en el sinovio son relativamente poco reactivas y la mayoria de
sus productos estdn presentes en niveles bajos, en comparacién con los elevados niveles
que estarian presentes en una tipica respuesta antigeno-dependiente in vivo. Sin
embargo, productos como la IL-17 y el interferdn gamma IFN y se encuentran en

concentraciones relevantes. En contraste, los sinoviocitos y macréfagos producen IL-1,
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TNFa, e IL-18, los cuales se presentan en niveles elevados en el sinovio de pacientes con

ARy probablemente contribuyen a la inflamacidn sinovial.

3.4 ETIOLOGIA.

La artritis reumatoide es multifactorial y de origen desconocido. Sin embargo sea asociado

a diversos factores entre las que se encuentran:

Anormalidades inmunorreguladoras y autoinmunidad. Estas originan alteraciones
en la composicion del fluido sinovial, el cual se hace rico en citocinas
proinflamatorias y enzimas proteoliticas potencialmente dafinas para el cartilago
articular, por lo que pierde capacidad para realizar sus funciones fisioldgicas
(Tercero MJ y Olalla R 2010)

Factores genéticos. Se han relacionado los genes clase Il de los Antigenos
Leucocitarios de Histocompatibilidad entre los que destacan los genes DR en el
desarrollo, severidad y prondstico de la enfermedad (Rivas A. y cols. 2010).
Procesos infecciosos. Se cree que el factor que inicia la enfermedad es un agente
microbiano, aunque aun se desconoce cudl. Se sospecha del virus EpsteinEpstein-
Barr, pero podrian ser otros: retrovirus, parvovirus, micobacterias, borrelia,
mycoplasma, etc. Los datos que inculpan en mayor medida al virus Epstein-Barr
incluyen que en la mayoria de pacientes aparecen reacciones autoinmunes contra
una sustancia proteinica del cartilago (el colageno tipo Il). El virus Epstein-Barr y el

colageno tipo Il tienen estructuras similares (Alcalde M. y cols. 2003).
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Hormonales. La mayor prevalencia de AR en mujeres, especialmente durante los
afos fértiles y la frecuente mejoria de la enfermedad durante el embarazo obligan
a considerar el posible papel hormonal en la susceptibilidad a la enfermedad.
Ambientales como el tabaquismo. El tabaco es el factor de riesgo ambiental para el
desarrollo de la AR mas ampliamente estudiado y reconocido. Hace ya mas de 20
afios que Vassey y cols sugirieron por primera vez su implicacién en la AR al
observar inesperadamente dicho efecto en su estudio sobre el efecto de los
anticonceptivos orales en la AR. Desde entonces este efecto del tabaco ha sido
reproducido y confirmado en multiples estudios de casos y controles y cohortes
(Ruiz-Esquide V. y Sanmarti R.2012).

Factores dietéticos. Se ha sugerido que la dieta mediterranea, rica en pescado,
aceite de oliva, verduras cocidas y fruta ha mostrado tener un papel protector
frente a la AR lo que podria deberse al alto contenido de acidos grasos omega 3 de

estos alimentos (Rosell M. y cols. 2009)

3.5 MANIFESTACIONES CLINICAS

El cuad

ro clinico clasico de la Ar usualmente se manifiesta después de varios meses del

inicio de la enfermedad. Por lo general se afectan las mufiecas y las articulaciones

mataca

rpofalangicas y las interfalangicas de ambas manos. El curso natural de la
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enfermedad en la mayoria de los pacientes involucra la inflamacién crénica de varias
articulaciones, con periodos de mayor intensidad. Aproximadamente en dos terceras
partes de lo pacientes comienza de forma insidiosa con fatiga, anorexia, debilidad
generalizada y sintomatologia musculoesqueletica vaga, hasta que se hace evidente la

sinovitis.

3.6 CRITERIOS DE CLASIFICACION

El Colegio Americano de Reumatologia establecié en 1987 los 7 criterios de diagndstico
de la artritis reumatoide. Estos criterios tienen buena sensibilidad y especificidad para
clasificar la enfermedad ya establecida. Se considera el diagndstico de artritis reumatoide

cuando estan presentes 4 o mas criterios de los 7 siguientes (Arnett F y cols 1988)

1) Rigidez articular matutina de al menos una hora de duracién.

2) Artritis de tres o mas grupos articulares. Inflamacién simultanea de al menos tres
grupos articulares objetivada por un médico. los catorce grupos articulares son:
interfaldangicas proximales, metacarpofalangicas, muiiecas, codos, rodillas, tobillos
y metatarsofalangicas.

3) Artritis de articulaciones de las manos. Inflamacién de al menos un grupo o drea

articular en las manos (carpo, metacarpofaldngicas, interfaldngicas proximales).
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4) Artritis simétrica. Afectacion simultdanea del mismo grupo articular en ambos lados
del cuerpo.

5) Nodulos reumatoides. Nédulos subcutaneos en prominencias dseas, en superficies
de extensidn o en zonas yuxtaarticulares, observados por un médico.

6) Factor reumatoide en suero. Presencia de valores elevados de factor reumatoide.

7) Alteraciones radioldgicas tipicas de artritis reumatoide en radiografias
posteroanteriores de las manos. Debe existir erosidon u osteoporosis yuxta-articular

clara y definida en las articulaciones afectadas.

Estos criterios funcionan peor en la enfermedad de reciente comienzo. En esta etapa los
criterios clinicos (del primero al cuarto) son sensibles pero poco especificos de artritis
reumatoide, mientras que el resto son poco sensibles aunque muy especificos. De las
pruebas biolégicas actuales, el factor reumatoide y los anticuerpos anti-péptidos ciclicos
citrulinados son los que presentan una mayor utilidad diagndstica en la enfermedad de
reciente comienzo. Un liquido sinovial inflamatorio confirma el diagndstico de artritis,
pero es poco especifico de la artritis reumatoide; los reactantes de fase aguda, velocidad
de sedimentacidn globular y proteina C reactiva reflejan la presencia e intensidad de un
proceso inflamatorio pero no son especificos de la artritis reumatoide, la deteccién del
factor reumatoide en un paciente con poli artritis hace probable el diagnéstico de artritis

reumatoide, pero su ausencia no la excluye (su sensibilidad oscila entre 40-80%). El factor
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reumatoide tiene un valor prondstico, ya que se asocia a enfermedad mds grave con mas
extensién del compromiso articular, mayor destruccién y discapacidad. Puede aparecer
afios antes de la aparicion de los sintomas de la artritis, los anticuerpos antipéptidos
ciclicos citrulinados tienen una sensibilidad similar a la del factor reumatoide para el
diagndstico de la artritis reumatoide, pero mayor especificidad (95%). Su aparicién puede
preceder en anos a la enfermedad y se relaciona con su pronéstico evolutivo (Alcalde M. y

cols 2003)

3.7 DAS28

El Colegio Americano de Reumatologia establecié en 1987 los 7 criterios de diagndstico
de la artritis reumatoide. Estos criterios tienen buena sensibilidad y especificidad para
clasificar la enfermedad ya establecida. Se considera el diagnéstico de artritis reumatoide

cuando estdn presentes 4 o mas criterios de los 7 siguientes:

1) Rigidez articular matutina de al menos una hora de duracién.

2) Artritis de tres o mas grupos articulares. Inflamacién simultanea de al menos tres
grupos articulares objetivada por un médico. los catorce grupos articulares son:
interfalangicas proximales, metacarpofalangicas, mufiecas, codos, rodillas, tobillos

y metatarsofaldngicas.
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3)

4)

5)

6)

7)

Artritis de articulaciones de las manos. Inflamacién de al menos un grupo o area
articular en las manos (carpo, metacarpofaldngicas, interfalangicas proximales).
Artritis simétrica. Afectacion simultdnea del mismo grupo articular en ambos lados
del cuerpo.

Nodulos reumatoides. Nédulos subcutaneos en prominencias dseas, en superficies
de extensidn o en zonas yuxtaarticulares, observados por un médico.

Factor reumatoide en suero. Presencia de valores elevados de factor reumatoide.
Alteraciones radioldgicas tipicas de artritis reumatoide en radiografias
posteroanteriores de las manos. Debe existir erosidon u osteoporosis yuxta-articular

clara y definida en las articulaciones afectadas.

Estos criterios funcionan peor en la enfermedad de reciente comienzo. En esta etapa los
criterios clinicos (del primero al cuarto) son sensibles pero poco especificos de artritis
reumatoide, mientras que el resto son poco sensibles aunque muy especificos. De las
pruebas biolégicas actuales, el factor reumatoide y los anticuerpos anti-péptidos ciclicos
citrulinados son los que presentan una mayor utilidad diagnéstica en la enfermedad de
reciente comienzo. Un liquido sinovial inflamatorio confirma el diagndstico de artritis,
pero es poco especifico de la artritis reumatoide; los reactantes de fase aguda, velocidad
de sedimentacidn globular y proteina C reactiva reflejan la presencia e intensidad de un

proceso inflamatorio pero no son especificos de la artritis reumatoide, la deteccién del
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factor reumatoide en un paciente con poli artritis hace probable el diagndstico de artritis
reumatoide, pero su ausencia no la excluye (su sensibilidad oscila entre 40-80%). El factor
reumatoide tiene un valor prondstico, ya que se asocia a enfermedad mas grave con mas
extension del compromiso articular, mayor destruccién y discapacidad. Puede aparecer
afios antes de la aparicion de los sintomas de la artritis, los anticuerpos antipéptidos
ciclicos citrulinados tienen una sensibilidad similar a la del factor reumatoide para el
diagndstico de la artritis reumatoide, pero mayor especificidad (95%). Su aparicion puede

preceder en afios a la enfermedad y se relaciona con su prondstico evolutivo.

3.8 NUEVOS CRITERIOS DE CLASIFIACION DE AR

En septiembre de 2010 se publican simultdaneamente en Annals of Rheumatic Diseases y
Arthritis and Rheumatism los nuevos criterios de clasificacién para la artritis reumatoide
(AR), como conclusion del esfuerzo conjunto realizado por la EULAR y el ACR con el fin de

mejorar los criterios de clasificacidn utilizados hasta ahora.

Estos nuevos criterios tienen un objetivo muy claro, mejorar la clasificacion de la AR de
corta evolucién, de manera que se pueda establecer un tratamiento con fdrmacos
modificadores de la enfermedad (FAME) lo antes posible. Como segundo obijetivo,
establecen la definicion de caso para poder llevar a cabo ensayos terapéuticos en

pacientes con AR de corta evolucidn.
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Los nuevos criterios de AR sélo se aplicardn a una determinada poblacién diana que debe

tener las siguientes caracteristicas:

» Presentar al menos 1 articulacidén con sinovitis clinica (al menos una articulacién
inflamada) y que dicha sinovitis no pueda explicarse por el padecimiento de otra
enfermedad.

» Tener una puntuacion igual o superior a 6 en el sistema de puntuacién que se
presenta en la tabla 1 y que considera la distribucion de la afectacidn articular,
serologia del factor reumatoide (FR) y/o ACPA, aumento de los reactantes de fase

aguda y la duracién igual o superior a 6 semanas.

Estos criterios también permiten hacer el diagndstico en aquellos pacientes que presenten
una AR evolucionada siempre y cuando tengan erosiones tipicas de AR (Reumatol Clin.

2011).

Tabla 1. Conjunto de variables y puntuacién de cada una de las variables para el cémputo

global. Un paciente sera clasificado de AR si la suma total es igual o superior a 6.
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Afectacion articular

1 articulacion grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequeiias afectadas 2
4-10 articulaciones pequefias afectadas 3
> 10 articulaciones pequeiias afectadas 5
Serologia

FR y ACPA negativos 0
FR y/o ACPA positivos bajos (< 3 VN) 2
FR y/o ACPA positivos alto (> 3 VN) 3
Reactantes de fase aguda VSG y PCR normales 0
VSG y/o PCR elevadas 1
Duracion

<6 semanas 0
26 semanas 1

3.9 TRATAMIENTO

El objetivo del tratamiento en la AR es conseguir una disminucién de la actividad inflamatoria

suficiente para obtener un alivio sintomatico significativo para el paciente, preservar su capacidad
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funcional para realizar las actividades cotidianas, incluyendo la capacidad laboral, y mejorar su
calidad de vida, el retraso o detencién de la lesidn estructural articular, asi como la prevencién de
la morbilidad y la mortalidad. Generalmente el tratamiento consiste en combinacién de AINE,
farmacos modificadores de la enfermedad (FAME), y/o glucocorticoides (Alcalde M. y cols 2003).
Por otro lado el tratamiento no farmacolégico comprende la rehabilitacién con el fin de facilitar,

mantener o devolver el mayor grado de capacidad funcional e independencia posible.

Su finalidad es tratar las consecuencias de la enfermedad y prevenir el deterioro funcional. Se han
implementado también el uso de tratamientos fisicos entre los cuales podemos destacar la

estimulacién eléctrica nerviosa transcutdnea (Tercero MJ y Olalla R 2010).

3.1.0 CITOCINAS EN LA PATOGENIA DE AR

La secrecién de citocinas constituye un mecanismo fundamental en la modulacién de la
respuesta inmunoldgica. El patron de secrecién de estas moléculas determina el tipo de
respuesta inmunoldgica que se confrontara con un antigeno particular. Las células en la
membrana sinovial inflamada y en el pannus elaboran citocinas, como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
17 e IL-23, que contribuyen a la inflamacidn y que pueden afectar directamente al hueso

(Sdnchez-Ramon Sy cols. 2011).

3.1.1 IL-6

La AR fue una de las primeras enfermedades inflamatorias en que se describié un

importante aumento de la expresion de la IL-6, detectable tanto en el plasma como en el
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tejido sinovial. El aumento en el plasma fluctia rdpidamente en sentido concordante con
la actividad, la severidad y la respuesta positiva a las terapias. Los principales efectos del
aumento sistémico de IL-6 en la AR son el aumento de los RFA y, por lo tanto, la
amiloidosis secundaria, la anemia de enfermedad crdénica y posiblemente la osteoporosis

sistémica asi como el incremento del riesgo vascular (Pablos Alvarez JL 2009).

3.1.2 TNF-a

Los niveles de TNF-a se incrementan en la AR y se correlacionan con la enfermedad
cardiovascular debido a que puede desempenar un papel importante en el inicio y la
perpetuacién de las lesiones aterosclerdticas tradicionales en los pacientes con AR ya que
aumenta las células endoteliales (CE), moléculas de adhesién y niveles de proteinas
guimiotdcticas que promueven el reclutamiento de células mononucleares en la pared
endotelial ademads de que elimina la expresidn del receptor en los macréfagos por lo que
agrava la formaciéon de células espumosas. Algunos estudios han propuesto los
tratamientos anti-TNF en pacientes con AR para mejorar la funcion endotelial, el perfil de
lipidos y la resistencia a la insulina sin embargo aun no queda claro pero si estos efectos
son sostenidos y significativos dejando el papel de TNF en la AR y ECV abierto a debate

(Kahlenberg y Kaplan 2013).
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Tabla 2. Puntos de corte sugeridos por diferentes grupos de trabajo para las unidades de
reaccion P2Y, (PRU) medido por VerifyNow.

ESTUDIO PACIENTES NUMERO DE TRATAMIENTO PUNTO
PACIENTES DE CORTE

Price y cols. ICP 380 600 mg Clopidogrel previo ICP 2235 PRU
(2008) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Patti y cols. ICP 160 600 mg Clopidogrel previo ICP 2240 PRU
(2008) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Marcucci R. ICP/SCA 683 600 mg Clopidogrel previo ICP 2240 PRU
(2009) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Valgimigli y ICP 1277 600 mg Clopidogrel previo ICP >235 PRU
cols. (2009)
Breet y cols. ICP 1069 Clopidogrel 75 mg >5 dias >236 PRU
(2010) 300 mg = 24 horas antes de ICP o

600 mg = 4 horas antes de ICP

80-100 mg Aspirina = 10 dias
Thomas HRPR 46 (n=23) 100 mg Aspirina, 75 mg > 235 PRU
Gremmel cols. Clopidogrel
(2011) (n=23) 100 mg Aspirina, 150 mg/d

Clopidogrel
Petterseny CAD 219 160 mg Aspirina 2170 PRU
cols. (2011) 75 mg Clopidogrel
Price y cols. ICP 5429 600 mg Clopidogrel previo ICP 2 230PRU
(2011) 75 mg Clopidogrel mantenimiento
Sung Gyun Ahn IAM 1226 600 mg Clopidogrel previo ICP 2272 PRU
cols. (2011)
Haraguchi K.y Neuro 163 75 md Clopidogrel >230 PRU
cols (2012) intervencién 200 mg Cilostazol
Codner P.y IAM/ICP 57 100 mg Aspirina, 600 mg Clopidogrel 2235 PRU
cols. previo ICP, 75 mg Clopidogrel
(2012) mantenimiento

3.1.3 ARTRITIS REUMATOIDE Y DANO ENDOTELIAL

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son enfermedades del sistema circulatorio, de

etiologia y localizacidon diversas. Se clasifican en seis tipos generales segun la Organizacién
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Mundial de la Salud (OMS): cardiopatia coronaria, enfermedades cerebrovasculares,
arteriopatias periféricas, cardiopatia reumatica, cardiopatias congénitas y trombosis

venosas profundas y embolias pulmonares.

Las ECV son la principal causa de muerte en todo el mundo, se calcula que en 2004
murieron por esta causa 17,3 millones de personas, lo cual representa un 30% de todas las
muertes registradas en el mundo, Se calcula que en 2030 moriran cerca de 23,6 millones
de personas por ECV, sobre todo por cardiopatias y se prevé que sigan siendo la principal
causa de muerte.(OMS). En México las ECV ocupan el segundo lugar de mortalidad con
59,579 defunciones al afio, y en Michoacan ocupan el primer lugar con 3,746 defunciones

por afio (SINAIS 2008).

La Angioplastia Coronaria es un método invasivo no quirurgico de recanalizacion arterial,
con la cual pueden beneficiarse aquellos pacientes con angina de pecho o con evidencia
objetiva de isquemia miocdardica y que presentan obstrucciones en los vasos coronarios
(27). Al determinar la lesidn, se hace pasar un catéter con un baldn en la punta desde la
arteria femoral o radial hasta llegar a la zona afectada en la arteria del corazén (esto se
conoce como angioplastia coronaria transluminal percutdnea o ACTP). Luego, el baldn se
infla, comprime la placa y ensancha la arteria coronaria obstruida para que la sangre
pueda fluir con mas facilidad. Con frecuencia, se acompafia de la implantacién de una
endoprotesis vascular (stent) metalica expandible. Las endoprétesis vasculares (stents)
son tubos de malla metalica que se usan para mantener las arterias abiertas después de

una ACTP (63).

Sin embargo, la rotura de la placa ateroesclerdtica coronaria, ya sea de manera

espontanea o inducida (al ensanchar la luz vascular en la ICP) provoca una lesién en el
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endotelio exponiendo componentes de la matriz vascular que inducen a la activacién de,

las plaquetas circulantes creando un ambiente protrombdtico (28).

Arteria
, ensanchada
/ por el stent

- Placa
comprimida

Fig. 2 Angioplastia con implantacion de endoprotesis vascular (stent)

3.1.4 ATEROESCLEROSIS PREMATURA EN ARTRITIS REUMATOIDE

Se ha demostrado que las plaguetas desempefian un papel preponderante en la
fisiopatologia de las enfermedades cardiovasculares mdas comunes, incluyendo los
sindromes coronarios agudos, el infarto cerebral, la enfermedad vascular periférica y la
Diabetes Mellitus tipo 2. Por ello, la terapia antiplaquetaria es una herramienta basica en

la prevencion y tratamiento de la patologia aterotrombética (25).
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El tratamiento con farmacos antiplaquetarios constituye la base del manejo clinico de los
pacientes con estas patologias. Los beneficios de los farmacos antiagregantes en el
tratamiento y en la prevencion de enfermedades del sistema cardiovascular ponen de
manifiesto la importancia de las plaquetas. Los farmacos antiagregantes empleados con
mayor frecuencia en el tratamiento y la prevencién de las complicaciones de las
enfermedades cardiovasculares son la aspirina y el Clopidogrel, solos o en combinacién
(terapia dual) (9). También se cuenta con una nueva opcién de tratamiento, que ha sido

poco usado en nuestro pais: el Prasugrel.

3.1.5 CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES

Las células progenitoras endoteliales (EPCs) representan un grupo heterogéneo de células
gue se liberan de la médula dsea a la circulacién y parecen contribuir en la reparacion del
endotelio dafiado asi como en la formacién de nuevos vasos. El nimero y funcién de EPCs
circulantes esta influido por diferentes factores fisioldgicos, patolégicos y también por la
accién de determinados farmacos y citocinas. A su vez, estas células tienen un papel
crucial en las enfermedades cardiovasculares, tanto por su acciéon reparadora como por su
valor prondstico por lo que se han propuesto como biomarcadores y herramientas

terapéuticas (Briasoulis A. y cols. 2011).

3.1.6 EL PAPEL DE LAS CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIALES (EPCs) EN PACIENTES
CON ARTRITIS REUMATOIDE
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Durante mucho tiempo la inflamacién autoinmune en pacientes con artritis reumatoide ha
sido conocida por ser la principal causante de la destruccién del cartilago y el hueso
observada en las articulaciones (Arshed A. 2006). El crecimiento de nuevos vasos
sanguineos en el revestimiento de la articulacion (membrana sinovial) es caracteristica de
esta respuesta inflamatoria y se observa en la patogénesis de la AR temprana (Gonzalez-

Gay M. y cols. 2009).

El importante papel de la vasculogénesis y la participacidon de las células progenitoras
endoteliales (EPCs) en los adultos fue descubierto tarde. Hasta hace poco se creia que la
formacién de nuevos vasos a largo de la vida estaba mediado exclusivamente por el
surgimiento de células endoteliales completamente diferenciadas (EC) de vasos
preexistentes, un proceso llamado angiogénesis. Este concepto fue refutado por primera
vez por Asahara y cols en 1997. En un estudio de referencia, demostraron que los nuevos
vasos sanguineos también se pueden formar en los adultos por células progenitoras
endoteliales circulantes, independientemente de las ya preexistentes. Ellos encontraron
que los derivados de médula pueden adquirir las caracteristicas de madurez, expresar
marcadores endoteliales y participar en la reparacién endotelial frente a procesos

isqguémicos (Asahara y cols. 1997).

La neovascularizacién sinovial es de fundamental importancia en la progresién de la AR
mediante la creaciéon de un conducto directo para la entrada en la articulacién de los

leucocitos que exacerban la inflamacidn circulante. La neovascularizacién se produce por
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uno de dos mecanismos: la angiogénesis, la replicacién y la reorganizacién de células
endoteliales (ECs) prexistentes, o por la vasculogénesis y el reclutamiento de células
progenitoras endoteliales (EPCs) que posteriormente se incorporen en los tejidos

existentes y se diferencian en ECs funcionales maduras.

La evidencia creciente sugiere que las EPCs juegan un papel muy importante al contribuir
a la homeostasis de la red vascular fisioldgica, asi como a la remodelacién vascular sinovial
en pacientes con AR (Isozaki y cols. 2013). Puesto que la disfuncién endotelial es un
mecanismo clave en el desarrollo de la enfermedad aterosclerética, la mejoria de la
disfuncién endotelial contribuiria de manera favorable a la disminucién de riesgo

cardiovascular.

3.1.7 CUANTIFICACION DE EPCs POR CITOMETRIA DE FLUJO.

La citometria de flujo (CMF) se inicié en la década de los 60 como un importante avance
en el proceso de contar y medir el tamafio de particulas o células en poblaciones no
homogéneas, es un método de andlisis celular multiparamétrico que permite la medicién
rapida de ciertas caracteristicas fisicas y quimicas de células o particulas suspendidas en
liquido que producen una seial de forma individual al inferir en una fuente de luz (Hristov
M. y cols. 2012). El impacto de cada célula con el rayo de luz produce sefiales que
corresponden a diferentes parametros de la célula y que son recogidos por distintos
lectores. Estos convierten dichas senales en senales electrdnicas que posteriormente

seran digitalizadas para permitir la medida simultdanea de varios pardmetros en una misma
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célula, una de las caracteristicas mas importantes de los citdmetros de flujo es su
capacidad de medir multiples parametros celulares como el tamafo, la forma y la
complejidad. Asaharay cols en 1997 fueron los primeros en identificar y aislar EPCs de la
sangre periférica humana (Asahara y cols. 1997). Ellos demostraron que las EPCs podian
diferenciarse de las ECs en base a proteinas que expresan en su superficie como CD34, el
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 2 (VEGFR2) y CD133 (AC133), un
antigeno que identifica a células madre inmaduras. Estas observaciones sin duda dieron
lugar a un cambio en el campo de la vasculogénesis, poniendo de relieve el papel de las
EPCs en la reparacién vascular por lo que diferentes grupos de estudio centraron su
atencion en ellas y en su identificacion. Schmidt-Lucke y cols en 2010 realizaron una
adaptacion al protocolo de ISHAGE (International Society of Hematotherapy and Graft
Engineering) para el recuento de las células madre hematopoyéticas que permite la
comparacion de los datos clinicos y de laboratorio, en el cual utilizan una combinacién de
anticuerpos monoclonales CD45%™ +CD34+KDR+ para la identificacion de EPCs (Schmidt-
Lucke y cols 2010). En base a lo anterior el uso de la citometria de flujo para detectar EPCs
se convirtié en el estandar de oro para su cuantificacién e identificacion, sin embargo
hasta la fecha no existe un consenso acerca de que combinacién de antigenos es las mas

adecuada para su identificacion (Yoder MC 2011).
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Figura 3. Estadios de maduracion de las células progenitoras endoteliales.
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4. JUSTIFICACION.

Cada afio, aproximadamente 37 millones de personas en el mundo sufren un evento
cardiovascular y alrededor de 17 millones de personas mueren por dichas causas. Existen
ciertos factores de riesgo que estdn muy relacionados con el desarrollo de enfermedad
cardiovascular, entre los tradicionales se incluyen: hipertension arterial, niveles elevados
de lipidos en sangre, diabetes, obesidad y tabaquismo. Pero existen otros factores, tales
como patologias asociadas que incrementan de manera muy importante el riesgo
cardiovascular y que en muchas ocasiones son pasadas por alto. La Artritis Reumatoide
(AR) es una enfermedad autoinmune que involucra un proceso inflamatorio crénico
generalizado, el cual facilita la disfuncién endotelial, por lo que presenta riesgo
incrementado para Enfermedad Cardiovascular. Los pacientes con AR presentan ademads
una ateroesclerosis acelerada. El padecimiento es un proceso degenerativo que puede
provocar incapacidad permanente y disminuir hasta en 10 afios la expectativa de vida de

las personas.

Se ha documentado que la mortalidad en pacientes con AR es mayor que en la poblacion
general (24.4 vs 18.9 muertes por 1,000 pacientes por afio). De acuerdo a mas de 15 series
de la literatura, la mortalidad tiene una relacién con la poblaciéon que no tiene AR de 1.28
a 2.98. Su esperanza de vida disminuye de 3 hasta 10 afios, principalmente por eventos

cardiovasculares fatales.
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El riesgo cardiovascular puede estratificarse haciendo uso de factores de riesgo
tradicionales como lo son la edad, género, tabaquismo, actividad fisica, dislipidemia,
hipertensidn arterial, diabetes mellitus, asi como por la determinaciéon de factores de
riesgo considerados no tradicionales como biomarcadores inflamatorios y protrombéticos
(IL-6, TNF, hs-PCR, adiponectina, sCD40L, PAI-1, vWF y p-Selectina). Aunado a estos
biomarcadores, diversos estudios han demostrado que las células progenitoras
endoteliales contribuyen en la reparacién del endotelio dafiado asi como en la formacién
de nuevos vasos, el numero y funcién de estas células circulantes esta influido por
diferentes factores fisioldgicos, patoldgicos y también por la accién de determinados
farmacos vy citocinas. A su vez, estas células tienen un papel crucial en las enfermedades
cardiovasculares, tanto por su accién reparadora como por su valor prondstico por lo que

se han propuesto como biomarcadores y herramientas terapéuticas.

Basado en lo anterior, el presente estudio pretende determinar la correlacion entre los
niveles de Células Progenitoras Endoteliales con el grado de disfuncion endotelial en
pacientes con Artritis Reumatoide y compararlos con controles sanos con la finalidad de

contribuir a disminuir el riesgo cardiovascular que conlleva la fisiopatologia de la AR.
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5. HIPOTESIS.

Los pacientes con artritis reumatoide (AR) que presentan disfuncion endotelial
presentaran una disminucion en la cantidad de células progenitoras endoteliales

circulantes (EPCs).

6. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la correlacion entre los niveles de Células Progenitoras Endoteliales con el grado
de disfuncion endotelial en pacientes con Artritis Reumatoide y compararlos con

controles sanos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

= Evaluar la presencia de factores de riesgo cardiovascular y su relaciéon con la
actividad clinica de pacientes con AR.

= Determinar la asociacidn que existe entre el los niveles de EPCs y biomarcadores
protrombdticos (p-Selectina) y de inflamacién (IL-6, TNFa).

= Correlacionar los estados de disfuncién endotelial y estado protrombético de
pacientes con AR con los datos demograficos y clinicos de los pacientes incluidos

en el estudio.
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7. CRITERIOS.

7.1 CRITERIOS DE INCLUSION.

e Pacientes de 18 a 70 afos de edad.

e Pacientes con diagndstico de Artritis Reumatoide

7.2 CRITERIOS DE EXCLUSION.

Pacientes en Pacientes con enfermedades autoinmunes agregadas

Pacientes con diagnéstico clinico de DM

Pacientes con ECV documentada.

Pacientes que se encuentren recibiendo terapia con estatinas

7.3 CRITERIOS DE ELIMINACION.

e Pacientes cuyas muestras bioldgicas no hayan sido procesadas/almacenadas
en las condiciones iddneas y por lo tanto no aseguren su calidad biolégica.

e Pacientes cuyas muestras sanguineas resulten lipémicas o hemolizadas.

e Pacientes que no estén dispuestos a participar ni a firmar el consentimiento

informado.
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8. MATERIAL Y METODOS

8.1 SITIO DE ESTUDIO.

Servicio de Reumatologia del HGR No. 1 del IMSS en la ciudad de Morelia y Laboratorio de
Hemostasia y Biologia Vascular de la division de Estudios de Posgrado de la Facultad de
Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo

8.2 TIPO DE ESTUDIO

Estudio de cohorte, casos y controles, comparativo, prolectivo, transversal.

8.3 SELECCION DE LA MUESTRA.

Pacientes con diagndstico de Artritis Reumatoide que acudan a consulta programada al

servicio de Reumatologia del HGR No. 1 del IMSS.

Todos los pacientes incluidos firmaron una carta de consentimiento informado antes de

realizarse el procedimiento.

8.4 TOMA DE MUESTRA.

El estudio se realizard en coordinacidon con la consulta externa del Servicio de

Reumatologia y el laboratorio del HGR No. 1 IMSS. Los pacientes que cumplan con los
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criterios de inclusion, se les invitard a participar, después de aceptar la invitacion y firmar
consentimiento informado. En todos los participantes se realizard: Historia clinica: Con
énfasis en el interrogatorio de factores de riesgo cardiovascular y la medicién de presién
arterial, peso, talla, indice de masa corporal, circunferencia abdominal. Se realizard toma
de muestra de sangre periférica mediante venopuncidon de antebrazo con sistema
vacutainer de recoleccién al vacio, se obtendrd suero y plasma por centrifugaciéon para
realizar: Biometria Hemadtica, Velocidad de Sedimentacion Globular, Proteina C reactiva y
PCC, en el laboratorio del HGR No. 1 del IMSS Se realizard cuantificacion de células
progenitoras endoteliales utilizando el citdmetro de flujo FacsCalibur de la marca Becton
Dickinson del laboratorio del HGR No. 1 del IMSS. Se tefirdn 750,000 células de sangre
periférica con los anticuerpos monoclonales especificos CD45, CD34 y KDR durante 30
minutos a temperatura ambiente , se lavaran 2 veces con PBS, centrifugandose
posteriormente a 1000 rpm durante 5 minutos, se lisardn los eritocitos con cloruro de
amonio incubandolos a 4 °C por 15 minutos, posteriormente se lavaran 2 veces con PBS y
nuevamente se centrifugard a 1000rpm durante 5 minutos, el botdn celular se re
suspendera en 1 mL de PBS al 1% de paraformaldehido, la muestra se adquirira en el
citometro de flujo y se cuantificard el porcentaje de células positivas con el software Cell

Quest Pro.

33 FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.



UMSNH

8.5 METODOLOGIA

Para la evaluacién del estado de fosforilacion del VASP, se utilizo como muestra la sangre
total y un kit estandarizado de citometria de flujo para analisis de plaguetas. La muestra
recolectada previamente en un tubo con citrato de sodio para la obtencidn de sangre total
fue incubada en un primer tubo de polipropileno con prostaglandina E1 (PGE1) y en un
segundo y tercer tubo con PGE1 y adenosin difosfato de sodio (ADP) por 10 minutos con
agitacion y fijada con paraformaldehido, posteriormente las plaquetas fueron
permeabilizadas con un detergente no ionico. Posteriormente .3se incorporo el
anticuerpo monoclonal primario dirigido contra el VASP, seguido de un anticuerpo
secundario anti-VASP conjugado con isotiocianato de fluoresceina, y finalmente el
anticuerpo de deteccién plaquetaria dirigido contra el CD61 marcado con ficoeritrina (
anti-CD 61 PE). La duracion total de la preparacion no excede los 30 minutos. El indice de
reactividad plaquetaria (IRP) fue calculado a través del indice de fluoresceina media (IMF)
de las muestras incubadas con PGE1 y PGE1 + ADP, de acuerdo con la formula para la

obtencidn del indice de reactividad plaquetaria.

8.6 PREPARACION DE LOS TUBOS Y DE LA MUESTRA

Sobre una gradilla y por cada muestra colocar 3 tubos de plastico marcados como T1
(Tubo 1), T2 (Tubo 2) y T3 (Tubo 3).

Tabla 3. Preparacion de los tubos y de la muestra para andlisis por citometria de flujo

Tubo Tubo Tubo
1 2 3
5 ul de sangre total 5 ul de sangre total 5 ul de sangre total
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5 ul de reactivo 2a (PGE1)

5 ul de reactivo 2b (PGE1
+ ADP)

5 upl de reactivo 2b
(PGE1 + ADP)

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vortex ajustado a

velocidad lenta.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

FUACION
(Formaldehido al 3%)

5 upl de reactivo 3

5 ul de reactivo 3

5 ul de reactivo 3

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vértex ajustado a

velocidad lenta.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

PERMEABILIZACION CELULAR E INMUNOMARCAIJE
(Anticuerpo monoclonal anti VASP + permeabilizante)

5 pl de reactivo 4a

5 pl de reactivo 4a

5 pl de reactivo 4b

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vértex ajustado a

velocidad lenta.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente en obscuridad

MARCAIJE FLUORESCENTE Y DETECCION PLAQUETARIA
(Anticuerpo secundario policlonal anti-lIgG re raton marcado con FICT)

5 pl de reactivo 5

5 upl de reactivo 5

5 pl de reactivo 5

Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vértex ajustado a

velocidad lenta.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente en obscuridad

2 ml de reactivo 1

2 ml de reactivo 1

2 ml de reactivo 1

Colocar inmediatamente los tubos a 2-82 C hasta el momento de la adquisicion

en el Citometro.

Nota: Como en

todos los reactivos el volumen utilizado es minimo (5ul), se

recomienda dispensarlos en el fondo de los tubos.
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Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente al llevar a cabo el
protocolo.

8.7 ANALISIS. ADQUISICION DE EPCs POR CITOMETRIA DE FLUJO.

La muestras se analizaron en el Citometro de flujo FACS Altra (Beckman Coulter), con el
programa Expo 3, antes de cualquier lectura se realizo la calibracion del equipo con las
perlas calibradoras (Flow-Check, cat. No. Beckman-Coulter Inc. Fullerton CA.) que
contienen los fluorocromos FITC, PE, ECD, PC5. La adquisicion de las plaguetas se realizo
de acuerdo a sus caracteristicas de dispersidon de luz frontal (FSC, tamafio) y de luz lateral
(SSC, complejidad), considerando estos pardmetros en escalas logaritmicas por el tamafio

de las plaquetas (2-4 micras)

9. ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizd una descripcién de las caracteristicas generales de la poblacién mediante
estadistica descriptiva para variables cualitativas con proporciones y para variables
cuantitativas mediante promedios con sus correspondientes intervalos de confianza para

el 95%.

Las variables se presentan en forma de media + desviacién estandar y recuentos

(porcentajes). Se utilizo la prueba de Kolmogorov-Smirnov para verificar la distribucién
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normal de los datos de las variables continuas. Las variables continuas se compararon con

la prueba de la T de Student. U de Mann Whitney para pruebas independientes.

Los coeficientes de correlacion se obtuvieron mediante la prueba de Spearman con

significancia bilateral.

Se utilizo la prueba de Kruskal Wallis para comparaciones multiples tanto intra e
intergrupo de los niveles de biomarcadores celulares y plasmdticos. Se considerara
significativo un valor de p <0.05 sin ajuste para comparaciones multiples. El andlisis
estadistico se realizo con el programa SPSS 18.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois,

Estados Unidos).

10. ASPECTOS ETICOS.

Este proyecto se apegara estrictamente a la normatividad vigente por la Secretaria de
Salud para los estudios en humanos. Se realizara una carta de consentimiento informado
la cual serd presentada a cada uno de los pacientes participantes en el proyecto para su
respectiva firma, en ella se enfatizara la naturaleza del estudio, su caracter voluntario, los
investigadores responsables, la ausencia de riesgos para su salud, los beneficios
esperados, la manera como se pretende cuidar su integridad, la naturaleza confidencial de
los datos y la salida voluntaria en caso de que asi se desee. A los pacientes que en alguna

de las pruebas se detecte como anormal se le informara y orientara para que tenga
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asesoria médica especializada y complete su estudio y de ser necesario, la modificacién de

su tratamiento.

11. RESULTADOS

En el estudio participaron un total de 30 pacientes con Artritis Reumatoide (AR) y 20
voluntarios sanos pareados por edad y genero. Del total de pacientes con AR, 95.0%
pertenecian al género femenino y 5% al género masculino. La edad promedio del grupo
con AR fue de 49.7 afios con una desviacién estandar de + 11.29, con una minima de 29
afios y una maxima de 66 afios. La edad promedio del grupo control de 46.7 afios con
una desviacién estandar de = 10,93 con una minima de 26 afios y maxima de 62 afios. En

la tabla 6 se muestran las diversas caracteristicas clinicas de los pacientes.

Tabla 4. Caracteristicas demogrdficas y clinicas de la poblacion de

estudio.

Edad (afios) 60.5+11.18
Hombres (%) 86.6
Mujeres (%) 13.4
Historial familiar (%) 50

IMC (kg/m?) 27.2789
Tabaquismo (%) 56.7
Dislipidemia (%) 46.7
Hipertension arterial (%) 60
Diabetes mellitus (%) 43.3
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ACTP (%) 58.3
Angiografia diagnostica (%) 38.9
Plaquetas (10°/dL) 206.29 £ 57.53
Hematocrito (%) 42.07 £5.91
VPM (fL) 9.37 £2.04

Datos expresados en media + desviacion estandar o n (%). VPM (Volumen plaquetario medio)

Se encontré una media de los valores del indice de reactividad plaquetaria (IRP) en la
toma post carga de 61.28 + 22.83 y de 165.56 + 89.20 para las Unidades de reaccion P2Y;
(PRU). Se realizo un analisis de correlacién entre las variables IRP-VASP y PRU-INHIBICION
de acuerdo a la prueba de Pearson en el cual se encontré una correlacién entre IRP-PRU
de 0.774, PRU-INHIBICION de -0.899, IRP-INHIBICION -0.732. Los resultados se muestran

en la tabla 7.

Tabla 5 Correlacion de Pearson para las variables cuantitativas EPCs vs DAS28

IRP PRU INHIBICION
IRP Correlacion de Pearson 1 774" 7327
N 30 30 30
PRU Correlacion de Pearson 774" 1 -.899 "
N 30 30 30
INHIBICION Correlacién de Pearson -7327 | -.899" 1
N 30 30 30

**_|a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral). IRP: indice de reactividad plaguetaria, PRU:
Unidades de reaccion P2Y .
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Se evalud el comportamiento de las variables mediante un analisis de regresion lineal
simple con un intervalo de confianza del 95%, se ajusté el modelo mediante el coeficiente
de correlacién multiple (R), en un grafico de dispersidon, se obtuvo un valor de R de 0.774
al comparar las variables IRP-PRU en una correlacién positiva y un valor de 0.899 al

comparar las variables INHIBICION-PRU en una correlacién negativa.

0.15000

*x

0.100007

0.05000-

0.00000
Grupo Control Grupo AR

Fig. 4 Comparacién EPCs (early, CD34+, CD45+, CD133+, KDR+, late) EPCs maduras
en Grupo Control vs Grupo AR. Se observan diferencias significativas en las

poblaciones de lateEPCs y EC.
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Fig. 5 Grafico de dispersion PRU vs Inhibicion.

Se observa una relacién lineal negativa entre las variables PRU e Inhibicién,
asi como un coeficiente de correlacion (R) de 0.899

41

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.



UMSNH

Se determind el efecto antiplaquetario del Clopidogrel por citometria de flujo mediante la
persistencia de VASP fosforilado evaluando el indice de reactividad plaquetaria (IRP) post

carga (n=30) y alas 24 horas (n=16) de su administracion.

Tabla 6. Estadisticos descriptivos IRP toma post carga y 24 horas

N Rango Minimo Maximo Media Desviacion

estandar

IRP(TPC) 30 72.31 20.00 92.31 61.2863 22.83384
IRP(T24) 16 64.62 20.00 84.62 59.9413 16.74408
IRP (TPC) 16 72.31 20.00 92.31 54.6393 21.36943

*IRP: indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccién P2Y;, TPC: Toma post carga, T24: Toma
24 horas

Para poder llevar a cabo una evaluacidon del efecto antiplaquetario del Clopidogrel
mediante la comparacion de las medias del indice de reactividad plaquetaria (IRP) toma
post carga y toma 24 horas se tomaron en cuenta Unicamente a los pacientes en los que
fue posible obtener ambas muestras (n=16) se obtuvo una media del IRP toma post carga
(TPC) de 54.63 £ 21.36 y de 59.94 + 16.74 para la toma de 24 horas. Se realizo una prueba

T para variables relacionadas, la diferencia no fue significativa (p= 0.445)

42 FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA.
LABORATORIO DE HEMOSTASIA Y BIOLOGIA VASCULAR, DIVISION DE POSGRADO.



UMSNH

100.00

80.00

60.00

40,004

Indice de reactividad plagquetaria

20.009

TPC T24

Fig. 6 Determinacion del efecto antiplaquetario del Clopidogrel mediante la
evaluacion del IRP toma post carga a las 24 horas de su administracion.

Se determind el efecto antiplaquetario del Clopidogrel mediante el uso del dispositivo de
uso inmediato VerifyNow, se evaluaron las unidades de reaccién P2Y,, post carga (n=30)

y a las 24 horas (n= 14) de su administracién.

Para poder llevar a cabo la comparacion de medias de la unidades de reaccién P2Y;;, (PRU)
al igual que con el IRP se tomaron Unicamente los datos de los pacientes que tenian los
dos resultados (n=14), se obtuvo una media de PRU toma post carga (TPC) de 207.2149 +
111.6830 y 139.4286+ 66.41792 para la toma de 24 horas. Se realizo una prueba T para

variables relacionadas, se obtuvo un valor de p=0.036.
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Tabla 7. Estadisticos descriptivos PRU toma post carga y toma 24 horas

PRU (TPC

PRU(T24)

PRU (TPC

)

)

N Rango Minimo Maximo Media
30 427.00 5.00 432.00 177.5667
14 207.00 41.00 248.00 139.4286
14 394.00 38.00 432.00 207.2143

Desviacion
estandar
92.29435
66.41792

111.6830

Unidades de reaccion P2Y12

25000

200,001

150.004

100.00-]

50.00-]

ooo

1
T24

Figura 7. Determinacion del efecto antiplaquetario del Clopidogrel mediante la
evaluacion del PRU toma post carga a las 24 horas de su administracion.
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Se llevo a cabo una correlacion de los estados del IRP y PRU toma post carga y toma 24
horas con los datos demograficos y clinicos de los pacientes incluidos en el estudio. Se
analizaron mediante un andlisis T para muestras dependientes e independientes. Se
observo un IRP y PRU muy homogéneo para ambas tomas (TPC y T24) por lo que no se

encontrd una diferencia significativa al comparar las variables por género.

Tabla 8. Comparacion del IRP, PRU TPC y del IRP, PRU T24 de acuerdo al genero

v wedn bl
IRP HOMBRE 24 62.9875 22.61093 0.424
(TPC) MUIJER 6 54.4817 24.55209 0.465
PRU HOMBRE 24 180.2083 98.23485 0.767
(TPC) MUIJER 6 167.0000 90.06664 0.760
IRP HOMBRE 13 61.1669 18.40587 0.561
(T24) MUJER 3 54.6300 4.24216 0.268
PRU HOMBRE 11 141.5455 67.87395 0.830
(T24) MUIJER 3 131.6667 74.32586 0.849

*IRP: Indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccién P2Y,, TPC: Toma post carga

Se realizd una comparacion de los datos clinicos con el IRP, PRU TPC y T24 horas después
de la administracién del Clopidogrel, se encontraron algunas diferencias significativas las

cuales se muestran en las tablas 11y 12.
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Tabla 9. Correlacion del IRP y PRU toma post carga con los datos clinicos y

demogrdficos de la poblacion de estudio

N Media Desviacion Significancia
estandar bilateral
Historial familiar NO 15 60.0460 24.74597 0.772
IRP TPC Sl 15 62.5267 21.5488 0.772
Historial familiar NO 15 185.6667 113.20504 0.650
PRU TPC Sl 15 152.1333 62.72487 0.650
Tabaquismo NO 13 61.4069 23.73498 0.980
IRP TPC Sl 17 61.1941 22.85774 0.980
Tabaquismo NO 13 190.8462 107.08318 0.514
PRU TPC Sl 17 167.4118 87.21458 0.527
Dislipidemia NO 13 51.3408 21.97711 0.034
IRP TPC S 17 68.8918 20.99853 0.036
Dislipidemia NO 13 150.0000 79.33368 0.170
PRU TPC Sl 17 198.6471 103.19577 0.155
HA NO 12 62.2983 24.14483 0.847
IRP TPC Sl 18 60.6117 22.60525 0.849
HA NO 12 184.0000 107.22703 0.769
PRU TPC Sl 18 173.2778 89.45837 0.778
DM NO 17 55.4547 21.67284 0.111
IRP TPC Sl 13 68.9123 22.85935 0.115
DM NO 17 149.9412 80.53840 0.068
PRU TPC Sl 13 213.6923 103.93378 0.081

*IRP: indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccién P2Y,, TPC: Toma post carga, HA:

Hipertension arterial, DM: Diabetes Mellitus.
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Tabla 10. Correlacion del IRP y PRU toma 24 horas con los datos clinicos y

demogrdficos de la poblacion de estudio

Historial familiar
IRP T24

Historial familiar
PRU T24

Tabaquismo
IRP T24
Tabaquismo
PRU T24

Dislipidemia
IRP T24
Dislipidemia
PRU T24

HA

IRP T24
HA

PRU T24

DM

IRP T24
DM

PRU T24

NO
S
NO
Sl

NO
S
NO
Sl

NO
S
NO
S

NO
S
NO
S

NO
Sl
NO
S

N

6
10

11

a 0

o O O

11

NN

8
8
9

5

Media

62.1600
58.6100
166.2222
91.2000

65.2300
57.5373
125.1250
158.5000

57.3829
61.9311
161.0000
123.2500

43.4120
67.4545
141.2857
137.5714

54.5200
65.3625
131.5556
153.6000

Desviacion

estandar
14.08332
18.75724
55.67939
60.11406

13.07550
18.21583
64.30827
70.11348

22.78311
11.23383
69.21849
63.81390

13.14948
12.35639
70.90067
67.25290

18.77687
13.45484
70.34044
63.64590

Significancia

bilateral
0.696
0.674
0.037
0.051

0.413
0.359
0.373
0.382

0.607
0.641
0.311
0.320

0.003
0.010
0.992
0.992

0.206
0.208
0.573
0.564

*IRP: Indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccién P2Y;, T24: Toma 24 horas, HA:

Hipertension arterial, DM: Diabetes Mellitus.
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Tabla 11. Comparacion de los datos de laboratorio contra IRP y PRU TPC

Media Desviacion estandar. N
VPM 9.3754 2.04115
IRP 62.1464 22.93484 30
Plaquetas 206.2929 57.53223
IRP 62.1464 22.93484 30
Hematocrito 42.0746 5.91485
IRP 62.1464 22.93484 30
VPM 9.3754 2.04115
PRU 176.9643 98.41615 30
Plaquetas 206.2929 57.53223
PRU 176.9643 98.41615 30
Hematocrito 42.0746 5.91485
PRU 176.9643 98.41615 30

* VPM: Volumen plaquetario medio, IRP: indice de reactividad plaquetaria, PRU: Unidades de reaccion P2Y;,

Se identifico alos pacientes con buena respuesta y con baja respuesta a la dosis de carga
de 600 mg del antiplaquetario Clopidogrel por citometria def lujo mediante la persistencia
de VASP fosforilado. Se clasifico a los pacientes de acuerdo al porcentaje de IRP mediante
una distribucién individual en cuartiles la cual se muestra en la tabla 14. Se realizé

también una clasificacion tomando un punto de corte del IRP del 69%.
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Tabla 12. Distribucion individual en cuartiles de la respuesta a Clopidogrel mediante el IRP TPC

medido por VASP
% IRP N Porcentaje Minimo Maximo Media Desviacion
estandar
IRP 0-25% 2 6.7 20.00 25.00 22.5000 3.53553
IRP 26-50% 10 33.3% 30.00 50.00 40.6610 8.55313
IRP 51-75% 8 26.7% 57.14 75.00 64.6525 6.67979
IRP 76-100% 10 33.3% 80.00 92.31 86.9760 4.51985
Total 30 100.0%
100.00-
T
50.00 1
R
o
-, i
£ £0.00 -
o
14
40.007
L
20.005 E
1 1 3 1
1.00 200 300 400

Figura 8. Distribucion y variabilidad individual de indice de reactividad plaquetaria
(IRP) medido por VASP en cuatrtiles.
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Tabla 13. Distribucion individual de la respuesta a Clopidogrel con un punto de corte del IRP-

VASP TPC de 69%
% IRP N Porcentaje Minimo Maximo Media Desviacion
estandar
IRP 0-25% 2 6.7% 20.00 25.00 22.5000 3.53553
IRP 26-50% 10 33.3% 30.00 50.00 40.6610 8.55313
IRP 51-68% 6 20.0% 57.14 66.67 61.5367 3.93281
IRP 69-100% 12 40.0% 73.00 92.31 84.8133 6.51215
Total 30 100.0
100.00-1
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Figura 9 Distribucion y variabilidad individual de indice de reactividad plaquetaria (IRP)
medido por VASP con un punto de corte del 69%.
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También se identifico alos pacientes con buena respuesta y con baja respuesta a la dosis
de carga de 600 mg del antiplaquetario Clopidogrel mediante el uso del dispositivo de uso
inmediato VerifyNow. Se clasifico a los pacientes de acuerdo al porcentaje de PRU
tomando un punto de corte de >230 PRU para identificar a los pacientes no
respondedores a la terapia con el antiplaquetario. Los resultados se muestran en la tabla

15.

Tabla 14. Distribucion individual de la respuesta a Clopidogrel en unidades de reaccion
P2Y12 (PRU) medido por VerifyNow

Punto de N Porcentaje n Minimo Maximo Media Desviacion

corte estandar
PRU <230 20 66.70 5.00 215.00 125.300 58.51774
PRU >230 10 33.30 232.00 432.00 282.100 61.80516
Total 30 100.0

Por ultimo se realizo un grafico de dispersidn simple en el que se muestran de color rojo a
aquellos pacientes que mostraron un PRU >230 los cuales fueron clasificados como
pacientes con buena respuesta a la terapia con Clopidogrel, en azul se muestran a
aquellos pacientes con un PRU <230 los cuales fueron clasificados como «no

respondedores» al antiplaquetario.
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Figura 10 Distribucion y variabilidad individual de las Unidades de reaccion P2Y12
medido por VerifyNow Utilizando un punto de corte de >230 para pacientes «no

respondedores» al tratamiento con Clopidogrel.
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12. DISCUSION.

La terapia antiplaquetaria es la piedra angular del tratamiento en la prevencién de
eventos isquémicos en pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC), en particular
en el contexto de los sindromes coronarios agudos e intervenciones coronarias
percutdneas (ICP). Sin embargo, el tratamiento antiplaquetario también se asocia con un
mayor riesgo de complicaciones hemorrdgicas, que son mas frecuentes con el uso de
regimenes mads potentes de tratamientos antiplaquetarios. Por lo tanto, definir el
equilibrio entre el riesgo de eventos trombéticos y el riesgo de sangrado es esencial para
mejorar los resultados clinicos generales. Los efectos de los agentes antiplaquetarios y su
farmacodinamia varian ampliamente y pueden estar asociados con diferencias en los

resultados (38).

Actualmente multiples ensayos de la funcién plaquetaria estan disponibles para evaluar
los efectos farmacodinamicos de uso comun los agentes antiplaquetarios, sin embargo
aun no hay consenso con respecto al método mas adecuado para cuantificar la magnitud
de la reactividad plaquetaria en pacientes sometidos a un tratamiento antiplaquetario
(36,37). El andlisis VASP medido por citometria de flujo ha demostrado ser una técnica de
alta sensibilidad para la evaluacidn de la reactividad plaquetaria en pacientes sometidos a
tratamiento con Clopidogrel, algunas de las ventajas de esta técnica son que se utiliza
sangre total, requiere un volumen de muestra muy pequeiio, y ha demostrado tener una
buena correlacién con la agregometria, sin embargo como se menciono anteriormente se
trata de un estudio costoso, que depende de un citometro de flujo y por lo tanto que
requiere a personal especializado. Por otro lado el sistema VerifyNow es una prueba
simple y rapida que también ha demostrado tener una buena correlacion con la
agregometria, ambas técnicas se has estudiado por separado en diversos estudios, sin

embargo son pocos los que han hecho una correlacion VASP-VerifyNow (47, 50, 14, 52)
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El objetivo principal del estudio fue determinar la correlacidon entre dos diferentes
metodologias, la de andlisis VASP por citometria de flujo y la del dispositivo de uso
inmediato VerifyNow. Se llevd a cabo un anadlisis de los resultados obtenidos, la
correlacién (Pearson) entre ambas pruebas fue altamente significativa, se obtuvo un valor
de R= 0.774 entre el indice de reactividad plaquetaria (IRP) y las unidades de reaccién
P2Y1, (PRU), este resultado aporta informacién relevante en el ambito clinico ya que el
dispositivo VerifyNow es una prueba que permite estudiar la funcién plaquetaria a pie de
cama, este alto grado de correlacidon proporciona una nueva alternativa, adecuada para
poder para guiar la terapia antiplaquetaria y poder definir un pronostico de manera répida
y sencilla. Sin embargo con lo anterior no pretendemos sustituir la técnica de VASP por
citometria de flujo, la cual ha demostrado ser capaz de medir de manera individual la
inhibicién del receptor P2Y;,, ademdas de ser considerada la técnica mds confiable en la

monitorizacidn de pacientes resistentes al tratamiento con Clopidogrel.

El Clopidogrel presenta una gran variabilidad interindividual de respuesta, uno de los
principales mecanismos implicados en su eficacia limitada, El concepto de «variabilidad de
respuesta al clopidogrel» ha derivado en la preocupacién de que algunos pacientes
pueden no estar adecuadamente protegidos de la activacion y la agregacién de plaquetas
y, por lo tanto, estan expuestos a mayor riesgo de evento trombdtico (28). Barragan et al.
(31) fueron los primeros en demostrar una asociacion entre la reactividad plaquetaria
post-tratamiento y la aparicion de eventos trombdticos en un estudio caso-control de

pacientes con ICP mediante el analisis VASP/P2Y1,.

Es importante destacar que diferentes los estudios han utilizado el analisis de la curva ROC
para definir un umbral o punto de corte de la reactividad plaquetaria asociada con el
tratamiento de la combinacion éptima de sensibilidad y especificidad para identificar el

riesgo trombético, la identificacion de un punto de corte fiable permite a los médicos a
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distinguir a los pacientes con alta reactividad plaquetaria de aquellos con una baja
reactividad, cabe sefalar que dichos puntos de corte son motivo de una amplia
controversia ya que estos podrian depender del subgrupo de pacientes estudiados, el

lugar y el perfil del paciente.

Hasta la fecha, los valores de corte se han investigado sobre todo en pacientes sometidos
a ICP, de acuerdo a lo anterior el IRP medido por VASP/P2Y;, es una medida del
porcentaje de la reactividad plaquetaria la cual es inversamente proporcional a la eficacia

del Clopidogrel, es decir a mayores porcentajes de IRP menor efectividad del farmaco.

En el estudio realizado en 2003 por Barragdn (31) un indice de reactividad plaquetaria
>50% medido por el ensayo de VASP se asocié con riesgo de trombosis. En 2007 Bonello y
colaboradores retoman este punto de corte, clasifican como buena respuesta al
Clopidogrel a los pacientes con un IRP <50 % y como «no respondedores» a los pacientes
con un IRP >50% (35), sin embargo al realizar una comparacién del andlisis VASP/P2Y 1, con
la agregometria plaquetaria se observo que los pacientes que fueron definidos como «no
respondedores» al Clopidogrel mediante al analisis VASP/P2Y4, de acuerdo al punto de
corte del IRP >50%, podian estar clasificados como pacientes con alta reactividad
plaguetaria en tratamiento (ARPET) mediante la agregometria plaquetaria, es decir
pacientes que muestran una respuesta deficiente a la terapia con Clopidogrel, pero sin

embargo de alguna manera responden al tratamiento.

Matetzky y cols. en 2004 optaron por estratificar a la poblacidn de estudio en cuartiles, en
la que los pacientes del ultimo cuartil fueron clasificados como pacientes «no

respondedores» al Clopidogrel.

Por otro lado Aleil y cols. en 2005 (61) evaluaron el IRP en tres grupos, pacientes sanos,
pacientes con enfermedad cardiovascular isquémica sin tratamiento con Clopidogrel y

pacientes con enfermedad cardiovascular isquémica en tratamiento con Clopidogrel, ellos
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clasificaron a los dos primeros grupos como «no respondedores» al Clopidogrel al no

encontrar diferencias significativas entre ambos grupos.

Los puntos de corte mas estrictos respecto a la buena respuesta al Clopidogrel son los
establecidos por Guillaume Cayla y colaboradores en 2008 quienes al igual que Aleil y
cols dividieron a los grupos de estudio en cuartiles y determinaron que el mejor punto
de corte para predecir eventos adversos en pacientes con Sindrome Coronario Agudo
(SCA) fue un IRP >70% (54), Siller-Matula en 2008 propone un punto de corte del IRP >69
% (56) para la identificacion de «no respondedores» al Clopidogrel y retoma este punto de

corte en 2012 en uno de sus estudios mas recientes (55).

Con base en lo anterior, para la clasificacion de nuestra poblaciéon de estudio decidimos
tomar el punto de corte del 69%, con la finalidad de evitar una clasificacidon errénea de
aquellos pacientes que presentan una baja respuesta a la terapia con Clopidogrel y debido

a que dicho punto de corte cuenta con un mayor respaldo en la literatura.

El sistema VerifyNow/P2Y, a diferencia del analisis VASP/P2Y;, maneja puntos de corte
menos controversiales, diversos estudios se han realizado para identificar el punto de
corte con la mejor especificidad y sensibilidad, el primer estudio clinico en esta direcciéon
fue dirigido por Price y colaboradores en 2008 (58) en el que encontraron que un valor de
PRU >235 esta asociado con eventos adversos subsecuentes a la ICP, Patti y cols (59) en el
mismo afio y Marcucci y colaboradores (60) en 2009 proponen un punto de corte 2240
para la identificacién de pacientes con mayor riesgo de eventos adversos posteriores a la
ICP, mas recientemente en 2010 Breet y colaboradores toman un punto de corte de >236
PRU y Gremmel y cols. en 2011 retoman el establecido por Price en 2008, este ultimo y
colaboradores en este mismo afio deciden tomar un nuevo punto de corte PRU 2230 para
la identificacion de pacientes no respondedores a la terapia con Clopidogrel, los ultimos
estudios realizados en 2012 por Codner P. y cols y Haraguchi K. y cols manejan puntos de

corte muy similares a los anteriores, Codner utiliza un PRU 2235 para la identificacién de
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pacientes con mayor riesgo de eventos adversos después de la ICP y Haraguchi K. utiliza
un punto >230 PRU para establecer su clasificacidn, . En base a lo anterior decidimos
tomar el punto de corte de >230 PRU para la clasificacion de pacientes «no
respondedores» nuestra poblacién de estudio ya que este punto es utilizado por uno de
los grupos mas reconocidos, ademas de que es el que mostro una mejor correlaciéon para

predecir eventos adversos en el seguimiento de pacientes sometidos a ICP.

Una vez que establecimos los puntos de corte para los andlisis VASP/P2Yy, vy
VerifyNow/P2Y1,, se procedié a determinar el efecto antiplaquetario del Clopidogrel por
citometria de lujo mediante la persistencia de VASP fosforilado y mediante el dispositivo
de uso inmediato Verifynow para evaluar el indice de reactividad plaquetaria (IRP) vy las

unidades de reaccidn P2Y;, (PRU) post carga y a las 24 horas de su administracién.

El estudio, originalmente tenia contemplado determinar el indice de reactividad
plaguetaria mediante la persistencia de VASP fosforilado por citometria de flujo y las
unidades de reaccién P2Y;, mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow posterior
ala ICP, y a las 24 horas Unicamente se determinaria el IRP mediante al analisis VASP, sin
embargo a la mitad del estudio fue necesario realizar una modificacién, ya que el reactivo
para el analisis VASP no iba a ser suficiente para seguir realizando dos pruebas por
paciente, y su importacién aun no estd regulada en nuestro pais, por lo que se decidid
determinar el IRP por analisis VASP Unicamente en la toma previa a la ICP y para la toma
de 24 horas en lugar de medir el IRP se determinaron las unidades de reaccién P2Y,
mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow. Debido a lo anterior fue necesario
crear 2 subgrupos en los cuales se pudiera comparar el IRP TPC con el IRP T24 y el PRU

TPC con el PRU T24 y en el que el nimero de pacientes fuera el mismo.

El primer grupo a los que se les determino el IRP TPCy T24 horas por citometria de flujo
mediante la persistencia de VASP fosforilado fue conformado por 16 pacientes, se obtuvo

una media de 54.6393 en la toma post carga y una media de 59.9413 en la toma de 24
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horas, esta diferencia (p= 0.445) no fue significativa aunque si se puede apreciar un ligero
aumento sobre la media del IRP T24 debido a que la dosis de mantenimiento de 75 mg
de Clopidogrel es considerablemente menor a la dosis de carga de 600mg de Clopidogrel
administrada previa a la ICP, ademas de que el mismo procedimiento puede incrementar

la actividad plaquetaria debido a la manipulacién mecanica.

Al segundo subgrupo se les determino las unidades de reaccion P2Y;, TPC y T24 horas
mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow, este grupo estuvo conformado por
14 pacientes, se obtuvo una media de 207.2149 en la toma post carga y una media de
139.4286 en la toma de 24 horas, se obtuvo una p= 0.036, en este grupo se observo una
diferencia significativa entre ambas tomas. A pesar de que este grupo muestra un
comportamiento contrario al del IRP (n=16) no son comparables entre si ya que se trata
de pacientes distintos y este comportamiento de puede atribuir a que el tamafio de la
muestra aun es muy pequeio y los resultados podrian variar de acuerdo al numero, sin
embargo cabe mencionar que cada paciente presenta una respuesta diferente al

antiplaquetario la cual se puede ver afectada por varios factores.

Otro de nuestros objetivos fue identificar a pacientes respondedores y no respondedores
a la dosis de carga de 600 mg del antiplaguetario Clopidogrel, mediante el analisis

VASP/P2Y1, y el dispositivo de uso inmediato VerifyNow/P2Y,.

Para identificar a nuestra poblacién de estudio mediante al analisis VASP/P2Y 1, se realizo
una separacion del IRP por cuartiles, se observo que solamente el 26.6% de los pacientes
ubicados dentro de los dos primeros cuartiles se clasificaron como pacientes
respondedores al Clopidogrel, el 36.7% se ubicaron dentro de los pacientes con poca
respuesta al tratamiento y el 36.7% restante se clasifico como pacientes no

respondedores al Clopidogrel.

Para la clasificacion mediante el dispositivo de uso inmediato VerifyNow/P2Y, se utilizo el

punto de corte PRU >230 para la clasificacién de pacientes no respondedores a la terapia
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con Clopidogrel, el 66.7% de los pacientes se ubicaron por debajo del punto de corte
establecido y el 33.3% restante se ubicaron por encima del mismo por lo que se les
clasifico como pacientes con baja respuesta al tratamiento. Cabe destacar que a ambas
técnicas arrojaron datos similares lo que reafirma que existe una buena correlacion entre

ellas (R=0.774).

El dltimo de nuestros objetivos fue correlacionar los estados de activacién e inhibicidn
plaquetaria con los datos demogréficos y clinicos de los pacientes incluidos en el estudio.
Comparamos los datos obtenidos de acuerdo al genero en donde el genero masculino
presento una media de 62.9875% de IRP y 180.2083 de PRU, el genero femenino presento
una media de 54.4817% IRP y 167.0000 de PRU, estas diferencias no fueron significativas
estadisticamente, sin embargo si se observa que el genero masculino presenta una ligera
tendencia a la alta en ambas pruebas. Otra de las comparaciones que se realizaron fue
con los datos de laboratorio, a cada paciente se le midi6 Hematocrito, Volumen
plaguetario medio (VPM) y nimero de plaquetas, no se encontraron valores significativos
ya que todos ellos se encontraban dentro del rango normal establecido , a pesar de que
varios estudios proponian que el volumen plaguetario medio (VPM) podria estar
relacionado con una alta reactividad plaquetaria, en nuestro estudio no se encontrd una

correlacion entre ambas variables.

Por ultimo se evaluaron las variables dependientes dicotémicas en las que se incluyeron
Historial familiar, Dislipidemia, Tabaquismo, Hipertension arterial y Diabetes Mellitus, se
encontraron datos interesantes al comparar la Dislipidemia con el IRP toma post carga,
aquellos pacientes que presentaban un cuadro de dislipidemia (n=17) mostraron una
media del IRP TPC de 68.8918 (p=0.036) y los que no padecian dislipidemia (n=13)
obtuvieron una media de 51.3408 (p=0.034), esto se atribuye a que la dislipidemia esta
considerada como uno de los principales factores de riesgo en enfermedades

cardiovasculares, por lo que un elevado nivel de grasa en la sangre va a conducir a una
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mayor reactividad plaquetaria y por lo tanto un mayor riesgo de desarrollar algun evento

trombadtico.

Observamos también que a las 25 horas después de la ICP los pacientes hipertensos (n=
11) mostraron una media en el valor de IRP de 67.4545 (p=0.010), por el contrario
aquellos pacientes que no padecian hipertensiéon (n=5) mostraron una media en el valor
de IRP de 43.4120 (p=0.003). Esto se explica debido a que al igual que la dislipidemia la
hipertensién arterial en un factor de riesgo que puede aumentar el riesgo de muerte
cardiovascular, por lo que el control de la misma constituye uno de los pilares de Ila

prevencion de las enfermedades cardiovasculares.

Otra de las variables que mostré resultados significativos fue el Historial familiar en el que
al comparar con las unidades de reaccidon P2Y;, (PRU) toma 24 horas se observo que
aquellos pacientes que presentaban historia familiar positivo (n=5) mostraron una media
de 91.2000 PRU (p=0.051) la cual sorpresivamente fue menor a la media mostrada por
pacientes con un historial familiar negativo (n=9) que tuvieron una media de 166.2222
PRU (p=0.037), lo anterior podria explicarse debido al tamafio de la muestra ya que
debido a que se trata de una variable dicotémica a la que se respondia Unicamente con
una respuesta positiva o negativa no es posible establecer una correlacién entre los

resultados obtenidos.
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13.

RESUMEN DE RESULTADOS

» Se encontrdé un alto grado de correlacidon entre el analisis VASP medido por
citometria de flujo y el dispositivo de uso inmediato VerifyNow

» El dispositivo de uso inmediato VerifyNow es una buena opcidon para la
determinacion de reactividad plaquetaria y para guiar la terapia en pacientes con
SCA.

» Se encontré una diferencia significativa entre el PRU toma post carga y el PRU
toma 24 horas.

» Los pacientes que presentaban cuadros de Dislipidemia mostraron un IRP toma
post carga mas elevado que aquellos pacientes que no lo presentaban.

» Se encontré un IRP toma 24 horas mas elevado en aquellos pacientes que
presentaban Hipertension arterial.
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14. CONCLUSION

Los resultados observados concuerdan con los reportados en la literatura y sugieren que
niveles disminuidos de EPCs pudieran estar siendo afectados por la inflamacién crénica
presente en pacientes con AR. Por otro lado los niveles incrementados de EC observados
en pacientes con AR parecen indicar que estos pacientes presentan un proceso de
apoptosis inducida por pérdida de anclaje de la célula a la matriz extracelular o por
interacciones célula-matriz inapropiadas lo cual sugiere que a mayor actividad de la

enfermedad mayor es el dafio endotelial.

Las concentraciones observadas de IL-6, TNF-a y P-selectina fueron significativamente
mayores en el grupo con AR que en el grupo CS lo que apoya el uso de EPCs e
interleucinas como  biomarcadores indirectos de dafio endotelial y alto riesgo

cardiovascular.

Los resultados de nuestro estudio abren un nuevo punto de vista acerca de los
biomarcadores celulares en el campo de la Reumatologia. Las células progenitoras
endoteliales prometen ser un biomarcador pronostico util en el diagnostico de ECV sin
embargo se requieren de mas estudio y un consenso en su identificacién para poder
utilizarlas tanto como biomarcadores prondsticos, diagndsticos y herramientas

terapéuticas.
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15. PERSPECTIVAS

» Aunque se observo una buena correlacién entre IRP-VASP y PRU-VerifyNow
seria conveniente aumentar el nimero de muestra que permita establecer una

mejor correlacion entre ambas técnicas.

» Realizar la determinacion de polimorfismos relacionados con enzimas
involucradas en la absorcién y metabolismo del Clopidogrel, asi como también
del propio receptor plaquetario del ADP. (ABCB1, CYP3A4, CYP3A5, CYP2C19*3,

CYP2C19*17, etc.)

» A pesar de que se encontraron correlaciones interesantes entre el PRU, IRP e
historia clinica convendria realizar una recoleccion de datos mas amplia en la
que se incluyeran valores de colesterol total, colesterol fraccionado,

triglicéridos.
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17. ANEXOS

REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT VASP/P2Y,

* Reactivo 1: 1 frasco de 60 ml de disolvente.

* Reactivo 2a: 1 frasco de PGE1.

* Reactivo 2b: 1 frasco de PGE1 + ADP.

¢ Reactivo 3: 1 frasco de 300 | de fijador. El reactivo contiene entre un 2% y un 5%
de paraformaldehido.

¢ Reactivo 4a: 1 frasco de 200 | de anticuerpo monoclonal de ratén anti VASP-P +
permeabilizante.

e Reactivo 4b: 1 frasco de 100 | de control isotipico negativo (anticuerpo
monoclonal de ratén) + permeabilizante.

¢ Reactivo 5: 1 frasco de 300 | de anticuerpo secundario (anticuerpo policlonal anti-
IgG de ratén marcado con FITC) + reactivo de deteccidn plaguetaria marcado con PE

(anti CD61-PE) + permeabilizante.

Nota: Todos los reactivos contienen azida sédica como conservante y deben ser eliminados
con las precauciones pertinentes. Al verter estas soluciones en el fregadero, deberdn
mezclarse con grandes cantidades de agua para evitar la formacion de azidas metdlicas que,

concentradas, pueden provocar explosiones.

RECONSTITUCION Y CONSERVACION DE LOS REACTIVOS
Los reactivos del kit, antes de ser abiertos, son estables hasta la fecha de caducidad indicada

en la etiqueta cuando se almacenan a una temperatura de 2-82 C.
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Nota: No congelar el kit.
e Reactivos 1, 3, 4a, 4b y 5: listos para usar. Estabilidad una vez abiertos: 2

meses a 2-8° C en ausencia de contaminacion.

e Reactivos 2a y 2b: Reconstituir cada frasco con 400 pl de agua destilada y
homogeneizar durante 5 segundos con un agitador tipo Vortex. Estabilidad

tras la reconstitucion: 1 mes a 2-8°C en ausencia de contaminacion.

EQUIPO UTILIZADO

= Aparato de agitacion tipo Vértex

= Crondmetro

= Citdmetro

= Tubos de hemdlisis para citometria

= Gradilla para tubos de hemdlisis

= Agua destilada, agua desionizada o agua para preparaciones inyectables
= Pipetas graduables con puntas desechables (10 pL)

= Pipetas (1y 2 mL)

= Guantes
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL GENERAL REGIONAL NUMERO UNO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION VOLUNTARIA EN PROYECTO
DE INVESTIGACION CLINICA

Morelia, Michoacan de del Clave:

Registrado ante el Comité Local de Investigacion con el nimero:
Yo

de afios de edad, derechohabiente del Instituto Mexicano del Seguro Social, con nimero de
afiliacion y con domicilio en la
Calle No. Exterior

No.interior Colonia C.P

Poblacion Municipio
Estado No. Telefénico

No acepto participar en este estudio

Si acepto participar en este estudio

Acepto en forma VOLUNTARIA Yy sin tener presiones de ninguna indole por parte de persona alguna o
Institucion, para participar en el proyecto de investigacion titulado: “DETERMINACION DE CELULAS
PROGENITORAS ENDOTELIALES EN PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE.”

En caso de coleccion de material biolégico

No autorizo que se tome la muestra.

Si autorizo que se tome la muestra sélo para
este estudio.

Si autorizo que se tome la muestra para este
estudio y estudios futuros.
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INTRODUCCION: La siguiente informacién describe el protocolo al cual se le esta invitando para participar
de forma activa. El investigador debera responder cualquier duda que surja a partir de la lectura de ésta.

PROPOSITO DEL ESTUDIO: La presente investigacion pretende contribuir al diagnéstico temprano de
disfuncion endotelial y aterosclerosis acelerada mediante la correlacion los niveles plasmaticos de
biomarcadores protrombdticos de dafio endotelial con el porcentaje de células progenitoras endoteliales
circulantes.

PROCEDIMIENTO: Ha sido elegido para participar en este estudio de acuerdo a los criterios de inclusion
establecidos. Se le realizaran una serie de preguntas sobre su historia clinica y la medicion de presion arterial,
peso, talla, indice de masa corporal, circunferencia abdominal. Se realizar4 toma de muestra de sangre
periférica (del antebrazo) para realizar: Biometria Hematica, Velocidad de Sedimentacién Globular, Proteina
C reactiva y Quimica sanguinea. Por citometria de flujo se cuantificaran células progenitoras endoteliales.
BENEFICIOS PARA PARTICIPANTES: Los resultados proporcionaran informacion relevante del papel
de las células progenitoras endoteliales en pacientes con Artritis Reumatoide a fin de diagnosticar
tempranamente, determinar prondstico y prevenir progresion de la disfuncion endotelial a enfermedad
cardiovascular. En voluntarios sanos permitira establecer los valores normales de estas células en poblacion
mexicana, asi como proporcionar informacion de la funcion endotelial del participante.
CONFIDENCIALIDAD. La informacion obtenida durante el desarrollo de este estudio es absolutamente
confidencial y no puede ser utilizada con otro fin. Usted sera informado acerca de cualquier hallazgo de
importancia para su salud durante el desarrollo de este estudio.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente
investigacion en el momento que lo desee, sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el instituto.
Ademas sé que puedo pedir informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion en
este estudio. Recibiré, si asi lo solicito una copia de los resultados de laboratorio de los estudios que se me
practiquen. Debo informar, tan pronto como sea posible a los investigadores de cualquier cambio importante
gue ocurra en mi salud, incluyendo el consumo de medicamentos, suspension o inicio de algun habito (p. €j.
tabaquismo, alcoholismo) o cambio de domicilio. El investigador responsable me ha dado seguridades de que
no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que deriven del estudio y de que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de
parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

He comprendido el contenido de esta carta de consentimiento informado, mis dudas han sido resueltas
y voluntariamente acepto participar en este estudio.

FIRMA DEL INVESTIGADOR Y FECHA. FIRMA DEL PACIENTE Y FECHA
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FIRMA DE TESTIGO Y FECHA FIRMA DE TESTIGO Y FECHA

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podrd dirigirse a: Dr. Miguel Angel Alvarez
Guerrero (investigador principal). Teléfono (4432594786); correo electronico:
ma_alvarezguerrero@hotmail.com Dr. Sergio Gutiérrez Castellanos (Colaborador asociado). Teléfono:
(4431802719); correo electrdnico: sergutica@yahoo.com.mx.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a la Comisién de Etica
de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de
Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extensién 21230, Correo
electrénico: comision.etica@imss.gob.mx
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DEPENDENCIA: HOSPITAL GENERAL
DR, MIGLEL SILVA

|l
“MICHOAC AN TRABAJA™ L — I
N UEFARTAMENT(: ENSENANZAFE ]i
|

NENSERANTA

ASUNTQ: Aprobacidn de protocolo

Marelia, Michoacan, 26 de enero de' 2C1¢

Dra. Martha Eva Viveros Sandoval
Invesligadara Principal
Presente

Por este conducto informo 3 usted que ei Comité de Etica del Hospital General Dr.
Miguel Silva, reviso y aprobo el protocolo de investigacion titulado:

= Estudio de la Fosfoproteina estimulada por Vasodilatadores (VASP)
para evaluacién de reactividad plaguetaria y resistencia a clopidogrel.

Con la colaboracion del Dr. Carlos Arturo Arean Martinez, adscrito al Hospital
General "Dr. Miguei Silva”

Sir: otro particular e envid un corcial salude

ATENTAMENTE

}jg & s
DR. GUILLERMO BRAVO RO
PRESIDENTF DELC CCMITE DE ETICA e

GPB*CCAMsev
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