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Glosario de términos

GLOSARIO DE TERMINOS

AA Acido araquidénico

ABC Area bajo la curva

AD Autosomico dominante

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosin difosfato

AINEs Antiinflamatorios no esteroideos

AR Autosomico recesivo

ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ASH American Society of Hematology

ASPI Acido araquidénico

ATPasa Adenosintrifosfatasa

Ca?* Calcio

CD62-p P-selectina

CEIC Comité Etico de Investigacion Clinica

CHCM Concentracion de hemoglobina corpuscular media
CMF Citometria de flujo

COL Colageno tipo 1

COL/ADP Colageno/adenosin difosfato

COL/EPI Colageno/epinefrina

COX Ciclooxigenasa

CXCL7 Chemokine (C-X-C motif) ligand 7. Isoforma de Btromboglobulina
D Desconocido

DDVAP 1-4cido- 8-D-arginina vasopresina o desmopresina
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EPI Epinefrina

FA Fibrilacion auricular

FITC Sotiocianato de fluoresceina o fluoresceina-5-isotiocianato
FL Fosfolipidos

FS Fosfatidilserina

FT Factor tisular

FVIII Factor VIII

FvwW Factor von Willebrand

FXa Factor X activado

Gp Glicoproteina

GPRP Glycyl-L-prolyl-L-arginy-L-proline

HA Hemofilia A

HB Hemofilia B

HCM Hemoglobina corpuscular media

HCUVA Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
1AM Infarto agudo de miocardio
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IC Indice de correlacién de Pearson

ICAM Molécula de adhesion intercelular

IL Interleukina

IMF Intensidad media de fluorescencia

IP; Inositol-1,4,5-trifosfato

ISTH Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
K* Potasio

LPS Lipopolisacarido

MP Microparticula

MPs Microparticulas

MSA Multi Sample Agitator, termobloque agitador
Na* Sodio

ON Oxido nitrico

Orail Calcium release-activated calcium channel protein 1
Ox-LDL Lipoproteina oxidizada

p Significacion estadistica (significativa si p < 0,05)
P2Y12 Receptor para el adenosin difosfato
PAC-1 First procaspase activating compound
PAI Inhibidor del plasmindgeno activado
PAR-1 Receptor de la proteasa activada 1

PBS Phosphate-buffered salin

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PCR Proteina C reactiva

PDI Proteina disulfido isomerasa

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein Complex
PF4 Factor plaquetario 4

PLAQ-LEUCO Agregados plaqueta-leucocito

PLC Fosfolipasa C

PPP Plasma pobre en plaquetas

PRP Plasmar rico en plaquetas

PSGL-1 P-selectina glicoproteina ligando-1
Rap1GTP Rap1 guanosintrifosfato

RISTO Ristocetina

RISTO H Ristocetina a altas dosis

RISTOL Ristocetina a bajas dosis

ROS Especies de oxigeno reactivo

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SNC Sistema nervioso central

STIM1 Stromal interaction molecule 1

TEG Tromboelastograma

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TO Tiempo de obturacion

TP Tiempo de protrombina
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TP Receptor para el tromboxano A,

TRAP Péptido activador del receptor de trombina

TRAP-6 Péptido-6 que estimula el receptor PAR1 de la trombina
TTPA Tiempo de tromboplastina parcial activada

TxA2 Tromboxano A2

U Unidades

UA Unidades arbitrarias

UKHCDO The United Kingdom Haemophilia Centre Doctor’s Organisation
VCM Volumen corpuscular medio

VEGF Factor endotelial vascular

VHB Virus de la hepatitis B

VHC Virus de la hepatitis C

VIH Virus de inmunodeficiencia humana

VPM Volumen plaquetario medio

VWE: Ag Factor von Willebrand antigénico

VWEF: Rco

Factor von Willebrand-cofactor de la ristocetina
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1. INTRODUCCION
1.1. LA HEMOFILIA
1.1.1. Definicion

El término hemofilia, cuyo significado es “’amor a la sangre’’, fue creado y publicado en
1828 por Friedrich Hopff(1). Hasta esa fecha habian sido utilizados diferentes apelativos
para hacer referencia a esta enfermedad, tales como hemorrea, hematofilia, enfermedad
hemorrégica, diatesis hemorragica hereditaria, etc (2).

La hemofilia fue la primera coagulopatia congénita conocida. Se trata de una enfermedad
hereditaria de trasmision recesiva ligada al cromosoma X, es decir, ligada al sexo. Por
tanto, las mujeres pueden transmitir la enfermedad pero no padecerla (existen escasos
casos a nivel mundial de mujeres hemofilicas por homocigosis o doble heterocigosis en
hijas de portadoras y padres hemofilicos o por existencia de otras alteraciones
cromosomicas) (3).

Podemos distinguir dos tipos fundamentales: la hemofilia A (HA), que se caracteriza por
una déficit de actividad de Factor VIII de la coagulacion y la hemofilia B (HB) o
enfermedad de Christmas por un déficit Factor IX.

La prevalencia de la hemofilia en los paises industrializados es de 13-18/100.000 varones
(4). La incidencia de la HA se estima en 1 caso por 5.000 varones nacidos (60% con
afectacion grave) y en 1/30.000 en el caso de la HB, por lo que la HA es 5-6 veces mas
frecuente que la HB (5,6).

Aparece en individuos de diferentes razas y grupos étnicos, aunque es rara en chinos e
infrecuente en negros.

El primer registro nacional de trastornos hemorragicos hereditarios fue en 1960 en Reino
Unido. The United Kingdom Haemophilia Centre Doctor’s Organisation (UKHCDO) fue
creada en 1991 para coordinar a los centros de hemofilia de este pais y poseer un registro
de ella, herramienta muy util en enfermedades raras (7).

En 2009 se publico el primer estudio epidemiologico transversal multicéntrico en Espafia.
Se estudiaron 2.400 pacientes con hemofilia, de 51 centros, en el afio 2006: 2081 (86.7%)
presentaban HA and 319 (13.3%) presentaban HB. La distribucion de gravedad de la
enfermedad era: 32.3% grave, 16.4% moderada, y 51.3% leve. De los pacientes con
hemofilia severa el 45.8% estaban en régimen de tratamiento profilactico. La media anual
de episodios hemorragicos fue de 4 en pacientes que no estaban en régimen profilactico
y de 1.3 en pacientes que si. El 30% de los pacientes tenian artropatia hemofilica (en al
menos una articulacion). La tasa de inhibidor fue detectado en el 10% de HA y en el 6.5%
de HB. El 16.8% de los pacientes eran virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
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positivos y el 34.8% virus hepatitis C (VHC) positivos. Este estudio sugiere que 1 de cada
7.700 personas padecen esta enfermedad; ratio 6,5 (HA):1 (HB) (7).

1.1.2. Recuerdo historico

La aparicion de la HA se remonta a 65 millones de afios atras, a finales del periodo
cretacico, donde se presentd en al menos tres ordenes de mamiferos placentarios:
Perissodactyla (Ungulata), Fissipedia (Carnivora) y Anthropoidea (Primates), estando
descrita mas en profundidad en caballos (8), perros (9) y humanos. La tasa de mutacion
en humanos se estima entre 2.5-4.2 X 10 (2,10,11).

Una “’enfermedad familiar hemorragica’’, probablemente la hemofilia, es descrita en el
Talmud babilonio judio (siglo II a.d.C.); siendo la primera referencia existente sobre esta
patologia. En ¢l se describe su cardcter hereditario. De tal modo que, a pesar que la
circuncision era una costumbre religiosa, los rabinos modificaron estos reglamentos para
ayudar a estas familias con problemas hemorrdgicos; por lo que, un nifio que hubiera
tenido dos hermanos mayores fallecidos tras sangrado secundario a circuncision, no debia
ser circunciso (12).

En 1911, Bulloch y Fildes publicaron la primera gran monografia sobre la hemofilia en
la que se recogian cerca de 1.000 referencias y 234 arboles genealdgicos. Asi mismo,
ponian en evidencia la obligatoriedad del término ’portadora obligada’ para la
transmision de esta enfermedad (13).

Hasta el siglo XIX se pensaba que el problema de esta enfermedad radicaba en los vasos
sanguineos. No fue hasta finales del siglo XIX cuando se defini6é la hemofilia como un
defecto de la coagulacion de la sangre (14).

La difusion del conocimiento de esta enfermedad a nivel mundial se debe principalmente
a su relacion con las familias reales europeas. A finales del siglo XIX la hemofilia fue
conocida como la “’Enfermedad Real’’, ya que afect6 a miembros de las casas reales de
Inglaterra, Espaia, Prusia y Rusia (2,14), siendo la Reina Victoria de Inglaterra la primera
portadora “’real’” conocida (2,15). El bisnieto de la Reina Victoria, Alexis, retratado en
la figura 1, posiblemente sea el hemofilico mas conocido ya que su biografia fue
publicada en un libro (16) e historiadores han disputado la contribucion de la hemofilia
con los conflictos politicos que tuvieron lugar en esa época, como la Revolucion Rusa
(2,15).
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Figura 1. Alexis, a la edad de 10 afios. Obsérvese la pierna izquierda doblada, probablemente debido a un
hemartros en esa rodilla. Tomado de Ingram GIC,1976(2).

Bulloch y Fildes, publicaron los arboles genealogicos de las familias reales europeas.
Estos escritos estan todavia guardados en Library of The Royal Society of Medicine of
London (13). Por las caracteristicas clinicas se pensaba que se trataba de la HA hasta el
afo 2010, cuando salié publicado un articulo en la revista Haemophilia que consideraba
que el tipo de hemofilia que habia afectado a las casas reales europeas era la HB (17).

En 1935, A.J. Quick, invento6 el test que actualmente conocemos como test del tiempo de
la protrombina. Este test resultdé normal en los pacientes con HA, sin embargo,
observaban que el tiempo de coagulacion de estos pacientes seguia siendo alargado. En
1940, Quick teoriz6 que el problema de los pacientes con hemofilia residia en sus
plaquetas (18). En 1936 Patek y Stetson descartaron esta teoria (19). Nuevamente en 1973
Walsh et al mostraron diferencias en la reactividad plaquetaria de pacientes con HA
correlacionandolos con el grado y severidad hemorragica (20).



Introduccion

1.1.3. Clinica

La hemofilia representa un defecto en la hemostasia, dando lugar a la aparicién de
hemorragias. Esta alteracion de la hemostasia se produce por déficit de factor VIII en el
caso de la HA o de factor IX si hablamos de la HB. Actualmente, seglin la actividad del
factor VIII, se clasifica a los pacientes con hemofilia en 3 grupos de gravedad segtn la
Organizacion Mundial de la Salud: grave (actividad del factor VIII <1% o 0,01 Ul/mL),
moderado (1-5%) y leve (6-40%) (21), puesto que la frecuencia e intensidad de las
manifestaciones hemorragicas generalmente guarda correlacion con los niveles de FVIII
circulantes. Los niveles normales de actividad de factor FVIII son entre 50-200%, siendo
el nivel medio de la poblacién de un 100%. Sin embargo, esta relacion no es tan simple,
existiendo casos donde pacientes con déficit grave de factor presentan clinica
hemorragica moderada y viceversa. Este hecho, nos lleva a pensar en la existencia de
otros factores asociados a la causa principal (22). Del mismo modo, la gravedad de las
manifestaciones hemorragicas de algunos hemofilicos tiende a disminuir cuando se
alcanza la edad adulta (23).

En la Hemofilia grave se producen hemorragias espontaneas (sin trauma previo o trauma
minimo) o tras intervencion quirdrgica. Aproximadamente el 80% de los hemofilicos
graves presentan clinica hemorragica en el primer afio de su vida (24). En ausencia de
historia familiar, los pacientes pueden debutar en un 2-8% como hemorragia intracraneal
y extracraneal en el periparto, tras la realizacion de una circuncision, con la aparicion de
equimosis palpables a partir de los 3 meses de edad, hemorragias intrarticulares o en
region muscular. En este ultimo caso, se debe vigilar el hematoma del musculo psoas-
iliaco por ser una urgencia médica (5). Dentro de las hemorragias viscerales, las mas
frecuentes son las hematurias, que pueden durar dias o semanas. La mayoria de
hemorragias en el sistema nervioso central (SNC) se producen antes de los 20 afios de
edad, suponiendo una mortalidad del 30% en los hemofilicos graves (24).

El aparato locomotor, en particular las articulaciones, son el territorio mas afecto en esta
enfermedad. Cuando suceden >3 episodios de hemartros (sangre dentro de la articulacion)
espontaneos en una misma articulacion en un mismo periodo de 6 meses, a esa
articulacion se le considera articulacion diana (25).

Como resultado de los hemartros de repeticion, se va generar una artropatia hemofilica,
que consiste en un estado de inflamacion cronico de la articulacion debido a la liberacion
de hierro en la articulacién que a su vez facilitara la llegada de citoquinas y el aumento
de la angiogénesis en la misma. Uno de los objetivos principales en el tratamiento de la
Hemofilia es evitar la artropatia hemofilica (26,27).

En las formas moderadas los episodios hemorragicos ocurren tras procedimientos
quirurgicos o traumatismos minimos y suelen aparecer entre el primer y segundo afio de
vida (5).

Las formas leves tienen una baja incidencia de sangrados, apareciendo éstos tras
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procedimientos quirirgicos o traumatismos importantes (5).
1.1.4. Cascada de la Coagulacion

Fue descrita en 1964 por dos grupos de trabajo, cuyos autores principales Davie y
MacFarlane la describian como dos secuencias de reacciones lineales e independientes
entre si que culminaban en una via final comun con la activacion del factor X (28).

Se trataba de una “’cascada’’ enzimatica (ver figura 2) compuesta por una serie de etapas
secuenciales en las que la activacion de un factor de coagulacion activaba al siguiente. La
via extrinseca (iniciada por el complejo factor tisular (FT)/factor VII) se consideraba la
responsable de la generacion inicial del factor X activado (factor Xa), mientras que la via
intrinseca (iniciada por el factor XII) llevaba a la amplificacion de la generacion del factor
Xa. El factor Xa desempefiaba un papel central en la cascada de coagulacion debido a que
ocupa un punto en el que convergen la via intrinseca y la extrinseca. La activacion de
cualquiera de las dos vias resultaba en la produccién de factor X, que junto con el factor
V formaban el complejo protrombinasa, el cual convertia la protrombina en trombina y
la posterior formacion de fibrina (28).

El modelo, fue muy 1til en la practica habitual clinica y de laboratorio, ya que describia
de forma organizada in vitro qué factores estaban implicados en la alteracion de los
tiempos de coagulacion: TP (tiempo de protrombina) y TTPA (tiempo de tromboplastina
parcial activada), que correspondian a las vias extrinseca e intrinseca de la coagulacion
respectivamente (28). Sin embargo, este modelo no es valido para explicar los
mecanismos que llevan a la hemostasia in vivo ya que no considera entre otras cosas, la
interaccion del sistema con las células que participan en la coagulaciéon y pronto se
observo que in vivo la via extrinseca seria la de mayor relevancia fisiopatologica.
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Intrinsic Pathway Extrinsic Pathway

factor Xl|
HMK
PK

factor XI — factor Xla

factor IX —— factor IXa factor Vlla
factor Vllla Tissue Factor
PL, Ca** PL, Ca™*

factor X ——» factor Xa ——— factor X
factor Va
PL, Ca'*?

prothrombin ———» thrombin

fibrinogen —— fibrin

Figura 2. Modelo de la cascada de la coagulacion. La via intrinseca y la extrinseca quedan reflejadas en
los test de laboratorio TTPA y TP, respectivamente. Tomado de Hoffman M. 2001(28).

1.1.5. Diagnostico

El diagnostico de hemofilia comienza con una extensa revision de la historia familiar. En
la mayoria de los casos, el paciente tiene antecedentes familiares de diatesis hemorragica,
pero aproximadamente un tercio de los pacientes con hemofilia no tiene historia familiar
de sangrado (esto ultimo podria explicarse por la aparicién de una mutacidon espontanea,
que ocurre en aproximadamente el 25% de los casos de hemofilia A, o por mosaicismo
germinal) (25).

En un paciente que presenta tendencia al sangrado de origen desconocido deben realizarse
inicialmente cuatro test diagndsticos: recuento de plaquetas, TP, TTPA y fibrin6geno. Si
uno de los dos tiempos de coagulacion esté alterado, debe estudiarse individualmente el
déficit del posible factor. En un paciente con hemofilia grave y sin inhibidor,
encontraremos una cifra de plaquetas normal, un TP normal y una prolongacion del
TTPA, que sera normalizado o corregido cuando mezclemos con plasma de un sujeto
sano (25).

En el caso de la Hemofilia A, existen tres métodos para medir su actividad coagulante,
los métodos coagulométricos de una etapa y de dos etapas y los ensayos cromogénicos.
El método cromogénico es mas sensible especialmente para detectar las formas graves,
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ademas de que es el método recomendado por la Sociedad Internacional de Trombosis y
Hemostasia (ISTH) (25).

1.1.6. Tratamiento

A lo largo de la historia se han probado diferentes tipos de tratamientos para esta
enfermedad: inhalacién de oxigeno, citrato de sodio, suero antidiftérica, adrenalina,
hormonas femeninas, acido oxalico, terapia vitaminica, todos ellos sin ser efectivos. En
el caso de la aplicacion topica de veneno de vibora de Russell, en 1934 (29) se objetivo
que el sangrado de estos pacientes cesaba rapidamente, por lo que fue muy usado. Asi
mismo, también se observo la mejoria transitoria tras la transfusion de sangre de personas
sanas (2).

El manejo moderno de la hemofilia comenzd en 1950 con el uso de concentrados
plasmaticos. Antes de la apariciéon de los factores como tratamiento sustitutivo, la
hemorragia era responsable de casi el 100% de las muertes en pacientes hemofilicos. Tras
la instauracion de este tratamiento, se redujo notablemente la mortalidad secundaria a
procesos hemorragicos, sin embargo, tomaron relevancia los fallecimientos por causa
infecciosa (VIH y virus hepatotropos B (VHB) y C). Asi, en 1980 el 70% de los pacientes
con hemofilia grave estaban infectados por VIH. Comorbilidades de estas infecciones
(cirrosis, SIDA) y de sus tratamientos prevalecen atin hoy en pacientes hemofilicos (14);
ademads estas infecciones aumentan el riesgo de padecer ciertos tipos de tumores con
mayor frecuencia que la poblacién sana (sarcoma de Kaposi hasta 200 veces mads
frecuente, linfoma no hodgkin (30) y carcinoma hepatocelular hasta 30 veces mas
frecuente (31)).

La clonacion de los genes que codifican el factor VIII y el IX hizo posible la busqueda de
posibles mutaciones en esos genes en pacientes con hemofilia (14). Este proceso fue
posible gracias al uso de la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (32), y asi, en 1984
se 1dentifico el gen que codifica al factor VIII, localizado en la porcion telomérica distal
del brazo largo del cromosoma X, en la banda Xq28 (33). La inversion del intron 22 es la
alteracion genética mas frecuente descrita en la HA hasta el momento, de tal modo que,
si analizdramos familias con HA, detectariamos que el 45% de ellas presenta esta
inversion (34).

Gracias a estos avances y debido a los problemas de infecciones, en 1990 se comenzaron
a usar factores recombinantes como tratamiento sustitutivo para la hemofilia (14,35,36),
con excelente correlacion analitica tras la infusion de estos factores; describiéndose el
pico maximo de factor VIII tras administracion de factor entre los 10-60 minutos (37).
En 2001, el 60% de pacientes con HA grave en Estados Unidos y Reino Unido usaban
factores recombinantes (14).

Existen 2 tipos de tratamiento en pacientes hemofilicos: a demanda (se administra cuando
paciente presenta una hemorragia) y profilactico (cuyo objetivo es reducir el nimero de
episodios hemorragicos). Logicamente, el tratamiento profilactico estd indicado a
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pacientes con alto riesgo de sangrado debido a déficit importante de factor. Hay 3 tipos
de tratamientos profilacticos: profilaxis primaria (pacientes <3 afios y con un unico
episodio de sangrado importante), profilaxis secundaria (cuando han ocurrido > 2
episodios de hemartros y sin dafio articular establecido), profilaxis terciaria (existe dafio
articular establecido objetivado por prueba de imagen, sin embargo, se administra factor
para disminuir la comorbilidad de la articulacion y del paciente). Se han descrito 3
regimenes respecto a la dosificacion y frecuencia de administracion del factor VIII
semanal a los pacientes: el sueco, el holandés y el canadiense, siendo el primero el que
mayor dosis de FVIII administra; sin embargo, en cada pais se usa un régimen diferente
orientado por los anteriores. Lo ideal y la tendencia actual es prescribir una profilaxis
individualizada a cada paciente, teniendo en cuenta otras comorbilidades, la
farmacocinética del factor VIII y sobre todo el estilo de vida del paciente (25).

La aparicion de inhibidores frente al tratamiento con factores recombinantes ocurre en un
20-30% de pacientes con HA grave y un 3% en el caso de HB severa (38). Se trata de un
aloanticuerpo que aparece tras repetidas exposiciones a tratamiento con concentrado de
factor deficitario en pacientes hemofilicos. Supone una complicacién importante, puesto
que la dosis de factor que habitualmente se administra ya no es efectiva, y son necesarios
otros tratamientos mientras que el titulo de inhibidor desaparece. Ocurre con mayor
incidencia en el caso de pacientes con inversion del intron 22, largas deleciones y
mutaciones sin sentido (39). Sin embargo, la explicacion de su aparicion a dia de hoy
sigue siendo un enigma y existen asi muchas teorias posibles, a parte de la genética, que
explican su desarrollo (como el uso del factor VIII recombinante en edad temprana,
inmunidad, infecciones, periodo vacunacion, etc.) (38,39). Las opciones de tratamiento
de los episodios hemorragicos en pacientes con hemofilia e inhibidores incluyen el
conocido como concentrado de complejo protrombinico activado que presenta los
factores VII, IX y X, reduciendo un 50-60% los sangrados (40) y el factor VII
recombinante activado, que reduce un 75% los sangrados (14).

Se ha demostrado la presencia de ARNm del factor VIII en diversos organos tales como
bazo, pancreas y rifion. Sin embargo, dado que las células sinusoidales hepaticas son las
principales productoras de factor VIII, en 1987 se publicaron 4 casos de pacientes con
HA severa que recibieron un trasplante de higado. Estos pacientes presentaban
infecciones por virus hepatotropos y algunos ademds VIH. Si bien los que sobrevivieron
al trasplante presentaban una HA moderada, el trasplante conllevd complicaciones
asociadas (41).

El futuro que se desea en la hemofilia, como en cualquier otra enfermedad, es su curacion.
Desde el afio 2000 se estan realizando ensayos de terapia génica, usando virus (42) como
vectores o células (fibroblastos) (43) del propio paciente que permitan aumentar la
cantidad de factor deficitario en sangre. Sin embargo, de momento, los resultados han
sido transitorios y con algunos efectos adversos relacionados en el caso de la transferencia
del virus. Actualmente, se estd investigando el posible uso de las células mesenquimales
(44).
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Como hemos dicho anteriormente, la actividad residual del FVIII esta relacionada de
manera inversa con el fenotipo hemorragico, es decir, paciente con mayor déficit de FVIII
presentard mayor tendencia al sangrado (21). Sin embargo, existen pacientes con HA
severa que expresan un fenotipo hemorradgico moderado o leve, representando éstos
aproximadamente un 10% (22,45). De este modo en la practica clinica se han usado por
algunos grupos los términos > HA grave con fenotipo grave’’, ’HA grave con fenotipo
moderado’’ o ’HA grave con fenotipo leve’’ para identificar a estos pacientes. Esto hace
pensar en la presencia de otros factores diferentes a la cantidad de factor VIII que
predispongan al fenotipo hemorragico. Buscando esos factores protromboticos, se han
realizado diferentes estudios determinando cambios en el gen del factor V que producen
la mutacion factor V Leiden, el genotipo y actividad fibrinolitica y la vida media del factor
VIII (46,47). Estos estudios mostraron controversias en los resultados ya que eran
pequefios y con diferentes disefios. En la mayor parte de los pacientes etiquetados como
“’HA grave con fenotipo leve’’ no se identificaron estos factores en proporcion relevante
o significativa para afirmar que predispusiesen a un fenotipo menos hemorragico (48,49),
por lo que se postula que deben existir otros factores que influyan en éste. Se han
estudiado las plaquetas y microparticulas como posibles factores moduladores del
fenotipo hemorragico y a continuacion nos centraremos en ellas.

1.2. PLAQUETAS
1.2.1. Definicion y fisiopatologia

Las caracteristicas de las plaquetas (forma, contenido de sus granulos, alto densidad de
receptores de adhesion, y su habilidad para generar trombina) estdn destinadas a formar
un coagulo estable bajo condiciones de alto flujo (50).

La contribucién de las plaquetas en la hemostasia es diferente en arterias y en venas. En
las venas, al tratarse de un sistema de bajo flujo, que permite la acumulacion de factores
de coagulacion activados y la generacion local de trombina, la funcion plaquetar es menos
prominente, de hecho el componente celular principal del trombo venoso son los
eritrocitos. En el caso de las arterias, la funcion plaquetar es fundamental, ya que al
tratarse de un sistema de alto flujo se produce un lavado continuo de factores de
coagulacion. Las plaquetas primero taponan la herida y proporcionan una superficie
donde la trombina puede generar fibrina. Ademads, las células endoteliales ayudan al
reclutamiento de factores de coagulacion y la liberacion de prostaglandina I, 6xido
nitrico (ON) y proteina C (los cuales inhiben la formacion de trombina y permiten la
actuacion de los factores V y Vllla de la coagulacion) (50).

La formacion patologica de un trombo arterial ocurre cuando existe una enfermedad 6 es
causa 2* de un farmaco donde se produce una activacion plaquetaria injustificada,
produciendo una acumulacion de plaquetas en un lugar donde no se precisa. En general,

10



Introduccion

las plaquetas se activan mediante agonistas cuyos receptores se expresan en la superficie
de las plaquetas (50).

Las plaquetas son las mas pequenias y las segundas més numerosas de los elementos
formes que circulan en la sangre, representando un recuento en limites de normalidad de
150-400x10° plaquetas/L. Estos fragmentos celulares proceden de los megacariocitos
(presentes en la médula 6sea), que liberan 10! plaquetas al dia al torrente sanguineo (51).
Las plaquetas permanecen poco tiempo (10 dias) en el torrente sanguineo debido a la
inexistencia de nucleo (52).

Se han descrito defectos plaquetarios hereditarios relacionados con la alteracion de
determinados genes (51). Ver figura 3.

RECEPTORS AND SIGNALING DEFECTS ADHESION DEFECTS

Platelet-type vWD

Bernard-Soulier syndrome

Collagen response deficiency

STORAGE
POOL DEFECTS IN
DISEASES PROCOAGULANT

ACTIVITY
Scott syndrome

(TMEM16F)

Hermansky-Pudlal
(HPS1, AP3B1, HPS3.9)
and Chediak-Higashi
syndromes (LYST)

DEFECTS IN AGGREGATION
LAD-IIl syndrome

Glanzmann

Gray platelet syndrome thrombasthenia

(NBEAL2, GFI1B) =4
Quebec platelet syndrome (uPA

Glanzmann
thrombasthenia-like
disorder

Figura 3. Esquema de proteinas mutadas en trastornos hereditarios plaquetarios. Tomado de
Bianchi E. 2016 (51).

Tienen una morfologia de disco aplanado (2-4x0.5um). Esto junto a su pequefio tamafio
le proporciona la capacidad de evaluar constantemente la integridad de los vasos, ya que
pueden atravesar la pared de los vasos. Cuando un vaso es dafiado, las plaquetas llevan a
cabo una serie de procesos que son: adhesion, activacion, agregacion, generacion de
sustancias procoagulantes y retraccion del coagulo. Todo esto da lugar a un coagulo que
rapidamente ocluye el sitio del vaso dafnado, evitando pérdida de sangre. Posteriormente
este coagulo se disolvera cuando el tejido danado se hay restablecido, produciéndose la
cicatrizacion de la herida (52).
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Las plaquetas expresan al menos 10 diferentes proteinas G, con diferentes funciones
durante su activacion. Se estd investigando el papel de la familia de proteinas G
reguladoras de sefiales que inhibirian la funcién de éstas.

Dada la complejidad de este proceso normal de funcion plaquetaris, no es de extrafiar que
muchos defectos adquiridos o hereditarios durante este proceso produzcan disfuncion
plaquetaria aumentando asi el riesgo de sangrado.

1.2.2. Hemostasia primaria y secundaria
Es preciso distinguir (ver figura 4):

- Hemostasia primaria: es la primera en actuar como su nombre indica y corresponde
al compartimento celular donde estan implicadas las plaquetas. La clinica de una
alteracion a este nivel corresponderia a sangrados cutaneo-mucosos.

- Hemostasia secundaria: se trata del compartimento plasmatico que implicaria a los
factores de la coagulacion. Los pacientes que presentan afectada este tipo de
hemostasia presentan hematomas y hemartros.

Primary Hemostasis Secondary Hemostasis
A. Vascular Injury C. Coagulation at the Platelet Surface
Adhesion =———3- Activation von Willebrand___ 48
fact [« e
_ Unactivated Aclllva(led Activated Platelet ac 0'531{‘?
;. \plale!el platelet \,* Vil
-~ Endomehal
"’fi 2 von Willebrand —é} l/’\§S /
$ factor S~
b Activated “~ XV il
W Collagen hbnls phospholipid <
e 2 surface !\“
Sexmene Extrace\lular matrix Fibrin clot X < X
B. Platelet Plug Formation T
Aggregation & F|bnnogen
. (thrombin) %
) (prothrombin)

Figura 4. Hemostasia primaria y secundaria. Tomado de Yee DL., 2006 (53). A) adhesion y activacion
plaquetaria tras la lesion vascular. B) Formacion del tapon plaquetario. C) Activacion de la cascada de la
coagulacion, con la formacion final del codgulo de fibrina.

Sin embargo, aunque estos 2 conceptos ayuden sobre todo a nivel de realizar los estudios
de laboratorio, ambos procesos son muy interactivos. Las plaquetas son esenciales para
dirigir el anclaje de los factores de la coagulacion, ya que las plaquetas activadas y los
fosfolipidos en superficie facilitan la generacion de trombina, pero al mismo tiempo la
trombina es uno de los mas potentes estimuladores de las plaquetas (54).

Procesos que corresponde a la hemostasia 1* tras la injuria de la pared vascular:
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l. Exposicion de la matriz subendotelial del vaso dafiado, representada en su mayor
parte por el coldgeno. Ver figura 5.

2. Adhesion plaquetaria a la pared vascular. Esta se inicia gracias al factor von
Willebrand (FvW) que une o hace de puente de uniéon con su dominio A1 entre el colageno
y el complejo multiproteico GP Ib/IX/V (GP Ib seré la encargada de la uniéon con dominio
A1) de la superficie de la membrana plaquetaria. Este complejo multiproteico GP Ib/IX/V
es ayudado por los hematies que facilitan el contacto entre las plaquetas y la pared
vascular, asi como, aportando adenosin difosfato (ADP). El sindrome de Bernad-Soulier
consiste en el déficit de la Gp Ib, impidiendo asi la adhesion plaquetaria a la pared de los
vasos. Ver figura 5.

Primary Hemostasis

| GPIIb-lila receptor-complex |

SECRETION
Release of Release of fibrinogen
* glycoproteins * ADP
*vVWF * serotonin
« fibrinogen « calcium platelet
« coagulation factors &

PROCOAGULANT 4
ACTIVITY AGGREGATION
Flip Flop GPIb-IX receptor-complex ]
PS Exposure .
von Willebrand - Factor
Microvesicle
e \

collagen fibers

ADHESION
Figura 5. Papel de las plaquetas en la hemostasia primaria. Tomado de Harrisol P. and Keeling D.
2012 (52).

In vitro, se ha observado que en la activacion plaquetaria este complejo esta disminuido
en la superficie plaquetaria, estando distribuido dentro del sistema canalicular
plaquetario; podria guardar relacién con la entrada de Ca®". En sentido opuesto,
GpllIb/IlIa estarian aumentadas sobre la superficie plaquetaria (55).

3. Activacion plaquetaria. Es un proceso complejo, donde se entremezclan los pasos.
Ver figura 6.

3.1.  Agregacion plaquetaria. Se inicia cuando el colageno contacta con la GP VI de la
plaqueta, ésto genera la cadena de acontecimientos de otros agonistas.

Se produce la activacion de la fosfolipasa C (PLC) mediante diferentes agonistas
(trombina, ADP, tromboxano A2 (TxA2) que activan PLC 8 a través de Gq como
intermediario y colageno que activa PLC v > a través de la proteina tirosinkinasa GP V1.
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Los receptores de éstos en la plaqueta son PAR1 (receptor de la proteasa activada 1, para
la trombina), P2Y 12 (receptor para el ADP), TP (receptor para el TxA2).

Esta activacion de PLC hidroliza la membrana del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato,
produciendo inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) y segundos mensajeros necesarios para liberar
calcio citosolico, llevando a la activacion de integrinas con diferentes vias de actuacion:

e CalDAG-GEF

e Rapl-GTP, que activa a talin.

e Proteinas que interaccionan directamente con el dominio citosolico (kindlin y
talin).

La activacion de talin, el cual se une al dominio & IIb 3 3 de receptores GPIIb/IIla que se
encuentran en la membrana plaquetaria, produciendo un cambio conformacional en esta
proteina que permite la union de su extremo libre con el fibrindgeno. La union bivalente
con el fibrindgeno hace posible que las plaquetas puedan unirse a otras, es decir, que
facilita la agregacion de plaquetas (unidn de plaquetas entre si).

Mutaciones en la proteina GPIIb/Illa provocan un déficit de agregacion dando lugar a
enfermedades como la trombastenia de Glanzmann, donde las plaquetas son incapaces de
formar agregados estables para mantener la hemostasia.

El nivel de a IIb B 3 es superior cuando las plaquetas esta activadas (80.000/células), con
respecto al estado basal (50.000/células).

3.2.  Degranulacién plaquetaria y liberacion de sustancias como el TxA2 y de
microvesiculas/granulos. El TxA2 procede de la accion de la enzima ciclooxigenasa
(COX) sobre el 4cido araquidonico (AA), el cual es liberado de la membrana fosfolipidica
plaquetaria (la funcion de la COX esta abolida en pacientes que toman aspirina u otros
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)). De los d-granulos se libera ADP, serotonina
y calcio; y de los a-granulos, GP (P-selectina, GMP-33, GPIIb/Illa), FvW, fibrindgeno y
factores de coagulacion. Se produce la exposicion de estas sustancias y también de los
fosfolipidos (FL) en la superficie de la membrana plaquetaria. También se ha sugerido
que los a-granulos tienen ademas algunos receptores que también estan presentes en la
membrana plasmaética (CD9, PECAM-1(CD31), GPIV (CD36) y pequefias cantidades de
GPIb/IX/V (55).

3.3.  Liberacion de Ca*" que ocurre durante la activacion plaquetaria, se piensa que
sucede en 2 pasos:

i. Liberacion de granulos de Ca®* del sistema tubular intracelular provocado por el
IP; . Este proceso se realiza gracias a la proteina STIM1.

ii. Entrada de Ca®' de fuera de la célula a través de la membrana plasmatica. Este
proceso se realiza gracias a la proteina Orail. Ver figura 6.
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Figura 6. Dianas celulares que ayudan a la activacion plaquetaria. Tomado de Brass L. 2010 (50).

4. Estabilizacion del coagulo. Se produce la amplificacion de sefales (mediante
ligandos y receptores de proteinas G) que permiten un coagulo plaquetario estable. Estas
sefales se producen a través de integrinas y receptores cuyos ligandos estan localizados
en la superficie de plaquetas adyacentes. El resultado es la generacion de trombina y una
malla de fibrina reticulada embebida por plaquetas. La generacion local de trombina
secundaria a la activacion plaquetaria permite una superficie plaquetaria provista ahora
de FS (fosfatidilserina) sobre la cual los factores de la coagulacion pueden unirse. Durante
el proceso las plaquetas facilitan la emigracion de leucocitos alrededor del tejido en
cuestion, asi como, de otros mediadores inflamatorios que ayudan a la cicatrizacion de la
herida (50,52). Ver figura 7.
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Figura 7. Fases de formacion del trombo plaquetario. Tomado de Brass L. 2010 (50).

1.2.3. Plaquetas y hemofilia

Numerosos estudios han investigado la relacion entre el aumento de la actividad
plaquetaria y el mayor riesgo trombotico (56,57). Sin embargo, en el caso de riesgo
hemorragico, pocos estudios se han realizado al respecto (exceptuando, obviamente, los
estudios relacionados con desordenes de la hemostasia 1%) (51).Se ha estudiado la relacion
entre diferencias genéticas y polimorfismos (en las subunidades del receptor de adhesion
a (2), allb) y GPVI) con diferente grado de fenotipo hemorrdgico en pacientes con
enfermedad de von Willebrand tipo 1(58), asi como en la enfermedad de Glanzmann(59),
pero no en el caso de la hemofilia (53).A pesar de ser escasos los articulos que relacionan
hemostasia primaria con hemofilia, este interés comenzo partir de 1936 (18,19). En 1973,
Walsh et al. fue el primero en publicar que las plaquetas se encontraban en un estado
activado en pacientes con HA grave y un fenotipo hemorragico leve (20). Hasta 30 afios
después de este articulo no aparecieron articulos relacionados.

Entre los escasos estudios existentes sobre el estado de activacion plaquetaria en pacientes
con HA, unos describen un estado de activacion de la hemostasia 1* al correlacionar la
mayor expresion de P-selectina en la membrana plaquetaria con niveles bajos de FVIII
basales en pacientes con HA severa, asi como, con menor consumo de FVIII intravenoso
(60).Sin embargo, en un estudio posterior del mismo grupo holandés en 2014, estudiaron
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a 33 pacientes con HA grave (muestra de periodo lavado, 72h sin factor VIII) de diferente
fenotipo hemorragico (segin la frecuencia de sangrado articular, edad del primer
sangrado, artropatia (score de Petterson) e intensidad de tratamiento/consumo de factor
VIII) y concluyeron que no existian diferencias en la expresion de P-selectina segun el
fenotipo clinico de los pacientes y tampoco se relacionaba con el consumo medio de
factor VIII anual de estos pacientes(61).

En un estudio pequefio (8 pacientes con HA grave) se observo el descenso de factor von
Willebrand (FvW) y ADAMTS-13 a los 15 minutos de la infusiéon de 50 UI FVIII/Kg
antes de una cirugia programada en pacientes con HA mayores de 18 afios sin
antecedentes de enfermedad cardiovascular (IAM, FA), sin embargo, a los 60 minutos
volvian a sus niveles originales. Las plaquetas activadas (que expresan P-selectina), la
media de P-selectina expresada en plaquetas y la expresion de CXCL7 (proteina liberada
cuando se produce la activacion plaquetaria) disminuyeron con significacion estadistica
tras 15 y 60 minutos de FVIII respecto a sus valores basales. No se detectaron
modificaciones en los marcadores inflamatorios (PCR, TNF- &, IL-6, IL-8), tampoco se
observ¢ diferencia respecto al volumen plaquetario medio (MPV). Se concluyd que una
sola infusion de factor VIII en pacientes con HA modifica la hemostasia 1* (FvW,
ADAMTS-13 y activacion plaquetaria), posiblemente como consecuencia de la union del
factor VIII con el FvW (como parte del mecanismo fisioldgico habitual), influyendo en
su aclaramiento asi como en el de las plaquetas secundariamente(62). Factor VIII y
plaquetas actuan como cofactores en la protedlisis del FvW a través del ADAMTS13 en
condiciones fisioldgicas(63).

Las plaquetas suponen el primer paso de la cadena cuyo fin es la formaciéon de trombina.
En pacientes con hemofilia grave se ha observado, en estudios con plasma rico en
plaquetas, un mayor efecto plaquetario sobre la generacidon de trombina con niveles bajos
de factor(64), lo que podria sugerir un papel modulador en pacientes con hemofilia grave
(53). Por otra parte, se han observado resultados opuestos en cuanto a la correlacion entre
fenotipo hemorragico grave y la generacion de trombina(65,66).

Se postula, que el analisis de la generacion de trombina mediante el tromboelastograma
podria ser util para valorar la tendencia al sangrado en pacientes con HA y ayudar a
adaptar el tratamiento profilactico (junto con los niveles de FVIII)(65,66).

En 2011 se realizé un estudio en 20 pacientes con HA (grave, moderada y leve) usando
trombografia en PRP y PPP, se observd mayor generacion de trombina en pacientes con
factor VIII <5% y con presencia de plaquetas (PRP). Se concluy6 que la variabilidad de
la formacion de la trombina estd parcialmente relacionada con cantidad de FVIII en
plasma y principalmente con la capacidad procoagulante plaquetaria(67).En 2013, Jensen
et al (54), encuentran que la generaciéon de trombina puede afectar a la funcion
plaquetaria. Elabora un posible modelo de estudio con el fin de estudiar la hemostasia
global con 10 pacientes con HA grave y 10 controles sanos mediante un
tromboelastograma. Los experimentos mostraron que la segunda curva observada
aproximadamente a los 15 minutos del inicio de la agregacion plaquetaria, y que
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correspondia a la formacion de trombina, no se observaba en pacientes con HA. Esto
coincidia con la baja liberacion de PF4. Los resultados sugerian que la cantidad de
trombina existente en paciente con HA era insuficiente para llevar a cabo una hemostasia
1* adecuada.

Con todo ello, podriamos decir, que la trombina es un potente activador de las plaquetas,
pero no es el unico. Tal y como he mencionado anteriormente, se trata de un proceso
interactivo, donde todos los procesos estan interrelacionados.

En futuros estudios de actividad plaquetaria, seria interesante estudiar el genotipo
plaquetario (61).

1.2.4. Estudio de la hemostasia primaria

Es un proceso en ocasiones complejo en el que se requieren varias técnicas de laboratorio,
asi como una exhaustiva historia clinica.

1. H? clinica y familiar exhaustiva.

Es preciso preguntar por la toma de farmacos y existencia de otras patologias. Asi
mismo, incidir en la localizacion y cuantia de los episodios de sangrado (68).

Se han utilizado diferentes cuestionarios (no estandarizados a nivel mundial) en
varios estudios para determinar el grado de severidad hemorragica de los pacientes
(69,70).

2. Exploracion fisica. Buscando petequias y hematomas (68).
3. Hemograma, preciso para determinar el recuento plaquetario.
4. Tiempos de protrombina (TP) y de tromboplastina parcial activada (TTPA) como

primer escalon de estudio de la hemostasia 2* (68).

5. Tiempo de sangria. Para estudiar la hemostasia 1*. Su uso es cuestionable pues es
una técnica invasiva, dificilmente reproducible (los resultados de este test son muy
operador dependiente) y con una sensibilidad muy baja para diferenciar entre distintos
tipos de defectos de la hemostasia 1, de hecho el tiempo de sangrado puede ser similar
en la enfermedad de von Willebrand y en los defectos de la funcion plaquetaria (68).

6. PFA-100. Este método esta siendo utilizado por muchos centros como primer paso
del estudio de hemostasia primaria. Simula este proceso mediante una membrana capilar
y biologicamente activa con los agonistas colageno/ADP y coldgeno/EPI, y lo que mide
es el tiempo de obturacién (TO). Este se encontrara alargado en algunas enfermedades
importantes de la hemostasia 1* como son el sindrome de Bernard-Soulier, la trombastenia
de Glanzmann y en la enfermedad de von Willebrand. En otras trombocitopatias puede
dar falsos negativos (71).
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Se trata de una técnica que tiene como ventajas respecto al tiempo de sangrado, que es
simple, no invasiva, reproducible, no requiere de un personal especializado y es mas
sensible para detectar defectos de la hemostasia 1%(68).

Segun la revision de 2006 (de todos los trabajos publicados en inglés y registrados en
MEDLINE hasta la fecha) del subcomité de fisiologia plaquetaria de la ISTH acerca de
este test, las recomendaciones son:

v' Para el diagnéstico de enfermedades plaquetarias este método es opcional, ya
que debido a su baja sensibilidad y especificad no puede considerarse como una
herramienta unica para realizar el cribado de pacientes con sospecha de alteracion
de la hemostasia 1%,

v" El resultado anémalo, es decir el tiempo de obturacién alargado no es
patognomoénico de una enfermedad de la hemostasia 1* en concreto, lo que indica
que deben realizarse otras pruebas para afinar el diagnostico.

v" Un resultado normal puede ayudar a excluir una alteracion severa plaquetaria
(enfermedad de Bernard-Soulier, trombastenia de Glanzmann, enfermedad de von
Willebrand moderada-severa). Sin embargo, si existe alta sospecha clinica, la
normalidad de este resultado no excluye el diagnostico.

v Su papel en la monitorizacion de respuesta a firmacos debe ser usado
unicamente en estudios de investigacion y en ensayos clinicos (71).

Para interpretar correctamente los resultados mediante este método hay que tener en
cuenta que:

* Es muy sensible/dependiente del factor von Willebrand (FvW), de hecho se
observa correlacion inversa entre el TO y la cantidad de FvW en plasma.

* Individuos del grupo sanguineo 0 presentan un TO mas alargado que otros de
diferente grupo sanguineo, debido a la menor cantidad de FvW en plasma de
personas del grupo 0.

= Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos de referencia del tiempo de
obturacion. El coeficiente de variacion debe estar comprendido entre 6-13%.

» La muestra de sangre debe analizarse en <4 horas desde su extraccion.
= EI TO de COL/EPI es muy sensible:

o Se alarga si se ha tomado aspirina o si se ha consumido coca-cola,
chocolate o vino (comidas ricas en flavonoides).

o Se acorta si la muestra es analizada por la mafiana.
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* TO estara prolongado si el recuento plaquetario o el hematocrito estan
disminuidos.

o Con plaquetas <100.000, el TO puede estar alargado; plaquetas <50.000,
el TO estaré alargado; plaquetas <10.000, no detectara agregado plaquetario.

o Con hematocrito <25%, el TO estara alargado. Si hematocrito < 10%, no
se detectara agregado plaquetario. Se ha observado en pacientes con uremia
y cirrosis hepatica en relacion probable con la anemia.

» EI TO estara acortado cuando existan muchos receptores de colageno plaquetarios
(a2B1 y GP VI).

» Edad: no hay diferencias entre nifios y adultos. Sin embargo, en neonatos estara
acortado (puesto que tienen un hematocrito mayor y unos mayores niveles de FvW).

» Sexo: no hay diferencias entre hombres y mujeres. Sin embargo, en el caso de
varones mayores pueden tener el TO levemente acortado (71).

Hay que tener en cuenta que los datos de los resultados del TO en enfermedades de la
hemostasia 1* han sido obtenidos de estudios pequefios (con menos de 50 individuos por
estudio) y con caracterizaciones fenotipicas hemorragicas diferentes (71).

A pesar de que este test no es diagnodstico de ninguna entidad en particular, si puede
ayudarnos a distinguir entre desérdenes de la hemostasia 1%, enfermedad de von
Willebrand y otros desordenes de la hemostasia 1* (tabla 1), pues en los dos primeros
grupos el TO resulta muy alargado mientras que en el tercero suele ser normal (sobretodo
el TO COL/ADP). Sin embargo, hay que tener en cuenta que en el caso de la enfermedad
de von Willebrand leve puede tener un resultado normal (71).

Curioso es el hecho de que su resultado sea patoldgico (TO alargado) en el caso de la
EvW y sea normal en el caso de las alteraciones mas comunes de la funcion plaquetaria
(defectos de secrecion)(68).

En un estudio se observo el TO COL/EPI alargado en pacientes con déficit de factor de
la coagulacion (la razon en la actualidad es desconocida). También se correlaciond el
mayor TO con la severidad del sangrado de los pacientes(68).

En la siguiente tabla se expone esquematicamente el comportamiento del TO segun
patologias, fArmacos y alimentos (tabla 1).
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Tabla 1. Comportamiento del tiempo de obturacion

tamiento del Ti
Comportamiento del Tiempo de TO (COL/ADP) TO (COL/EPI)
obturacion

DESORDENES DE LA HEMOSTASIA 1°

Trombastenia de Glanzmann

Sindrome de Bernand-Soulier ALARGADO

Sindrome de la plaqueta Gris

OTROS DESORDENES DE LA HEMOSTASIA 1*

ALARGADO

Deficiencia granulos densos

NORMAL

(0] o
Sindrome de Hermansky-Pudlak ALARGADO ALARGADO

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Defectos de secrecion primaria NORMAL

DESORDEN DE LA HEMOSTASIA 2*
Enfermedad de von Willebrand* ALARGADO ALARGADO
FARMACOS

Aspirina (tipo AINE) ALARGADO

Inhibidores de la COX-1 (ibuprofeno, NORMAL

) NORMAL 0
Clonid - NORMAL NORMAL
opidroge 0 0
Inhibidores del ligado oIIf3 ALARGADO ALARGADO

(abciximab, tirofiban)

Inhibidores de la recaptacion de la

’ ) ALARGADO
serotonina (paroxetina)

ALARGADO

ALIMENTOS

Alimentos ricos en flavonoides (coca-

. ALARGADO
cola, chocolate o vino)

ALARGADO

El alargamiento del COL/EPI secundario a toma de acido acetil salicilico dura unos 6 dias
tras la suspension del mismo, en cambio, en el caso del ibuprofeno su efecto dura 1 dia
tras su suspension (71). Otro dato a tener en cuenta es el formato de pastilla de la aspirina,
pues se ha observado que los comprimidos con cubierta prolongan menos el TO COL/EPI

(71).
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Existe limitada informacion sobre otros farmacos. Pero se ha descrito en el caso de la
paroxetina, en un 30% el TO alargado (71).

Dados estos resultados, un grupo de trabajo italiano propuso un algoritmo diagnostico
con vistas a reducir costes y ser practico. Puesto que el TO COL/EPI es muy sensible y
esta frecuentemente alargado en los trastornos de la hemostasia 1?, se usaria como método
inicial el TO COL/ADP, si éste resultaba prolongado se debia descartar en primer lugar
la enfermedad de von Willebrand; si ésta resultaba negativa, se debian descartar
enfermedades como la trombastenia de Glanzmann, el sindrome de la plaqueta gris y la
enfermedad de Bernand-Soulier. En caso de que el TO COL/ADP fuese normal, se debian
descartar las enfermedades plaquetarias mas frecuentes (defectos de secrecion de
granulos) puesto que son las que presentan habitualmente el TO COL/ADP normal y el
TO COL/EPI alargado; en caso de ser negativas, se deberia descartar la enfermedad de
von Willebrand leve (68)(ver figura 8).

Patients with clinical suspicion of
defect of primary hemostasis

PFA-100® C-ADP closure time

I 1
Prolonged normal

Screening for VWD Screening for VWD and PFD

[ 1
VWD . No VWD |

Screening for PFD

Figura 8. Algoritmo diagndstico de la hemostasia 1*. Tomado de Podda GM. 2007(68).

Esta herramienta se ha usado también en pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM)
con elevacion del segmento ST, donde se observéd que estos pacientes tenian aumentado
el FvW y un estado plaquetario activado, comportandose el tiempo de obturacion
COL/ADP (acortado) como un predictor independiente del grado de IAM, por lo que,
PFA-100 puede ayudar para estratificar el pronostico de pacientes con IAM (57).

Respecto a la monitorizacion de terapias para revertir la hemostasia utilizando PFA-100,
se ha observado que en pacientes con EvW leve el TO se acorta tras la administracion de
desmopresina (DDVAP), del mismo modo que en personas que tomaban aspirina tras la
administracion de DDV AP intranasal, y también en personas que han recibido transfusion
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de plaquetas. En sentido opuesto, se ha observado alargamiento del TO en pacientes que
han recibido altas dosis de heparina (durante un bypass cardiopulmonar), plasmaféresis,
coloides o cristaloides (71).

7. Agregdmetro eléctrico por impedancia. Fue introducido en 1980 por Cardinal y
Flower (72), debido a las limitaciones del Agregdmetro de turbidimétrico. Este método
necesita poca muestra y no precisa centrifugacion puesto que trabaja con sangre entera lo
cual también elimina el factor de no estudiar completamente las plaquetas en su entorno
(73).Lo que mide es el ABC (area bajo la curva) tras la adicion de diferentes agonistas,
que corresponderia con la maxima amplitud en PRP (plasma rico en plaquetas) en el caso
del Agregometro de transmision de luz. Inicialmente aparecié el modelo Chrono-log® y
posteriormente el Multiplate®, con la novedad de este ultimo utiliza electrodos nuevos
en cada toma (por lo que evita la limpieza de los electrodos en cada determinacion)
(74).No se ha observado influencia de los resultados respecto a la hora del dia del analisis
o factores del sujeto como si es fumador, la edad, el grupo sanguineo o el sexo (73). Se
ha utilizado en estudios durante el seguimiento de pacientes antiagregados (74).

8. Agregometro de transmision de luz 6 agregometria plaquetaria turbidimétrica,
técnica originada por Born (75,76), sigue siendo el Gold Standard para el diagndstico de
desérdenes de funcion plaquetaria. A pesar de ello, tiene varias limitaciones relacionadas
principalmente con el uso de PRP (plasma rico en plaquetas) para su estudio, ya que se
requiere tiempo para la centrifugacion y en la separacion de las plaquetas del resto de
componentes celulares (hematies y leucocitos). Ademés otros factores, la hora de la
extraccion (mayor actividad plaquetaria por la mafiana) o la hiperlipidemia, pueden
afectar al aumento de la densidad de Optica en el estudio del PRP mediante esta
metodologia. Por todo ello, el hecho de que se estudien las plaquetas de forma aislada no
refleja la funcion plaquetaria en sus condiciones fisioldgicas totalmente (73); se ha
descrito aumento de la funcion plaquetaria en relacion con hematies y descenso en el caso
de neutroéfilos (77-79).

Cuando se objetiva alteracion de la funcion plaquetaria tras uso de diferentes agonistas
(ADP, colageno, 4cido araquidodnico, ristocetina) son necesarios mas test para afinar el
diagnéstico.

La ISTH ha elaborado unas recomendaciones para limitar errores pre-analiticos,
obtencion de PRP y PPP y la dosis de agonista necesaria (80).

La falta de correlaciéon entre las 3 técnicas anteriormente expuestas (PFA-100,
agregdmetro de luz y por impedancia) y la diferente asociacion de cada una de ellas con
la hora de la extraccidon de la muestra y con el recuento leucocitario, reflejan que cada
método estudia un aspecto de la funcion plaquetaria (73,81).

9. Citometria de flujo. La especificidad y sensibilidad de esta técnica en la clinica
es todavia desconocida, puesto que es necesario correlacionar sus resultados en una larga
cohorte de pacientes, ademas de estandarizarla (82).
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Este método mide la expresion en superficie de antigenos o ligandos en la superficie de
las plaquetas (tras la adicion de agonistas) utilizando anticuerpos monoclonales (82). La
mayoria de los procesos que ocurren en la activacion plaquetaria pueden analizarse
mediante citometria de flujo (55).

Se han disenado varios tipos de anticuerpos monoclonales. Entre ellos destacan el PACI
(que se une al sitio de unién con el fibrindgeno, el cual se expone tras la activacion de
plaquetas cuando se produce el cambio conformacional de GPIIbIlla (CD41/61)) y la P-
selectina (también conocida como CD62P, GMP-140, o PADGEM)(82).

La P-selectina media la adhesion y la activacion de plaquetas sobre neutrofilos y
monocitos. Se expresa cuando se produce la liberacion de los a-granulos sobre la
superficie plaquetaria, es decir, cuando se produce la activacion plaquetaria. El anticuerpo
monoclonal dirigido sobre P-selectina marcaria pues plaquetas activadas; sin embargo,
en un modelo animal se observo que estas plaquetas activadas aunque siguen haciendo su
funcién, dejan de expresar rapidamente en superficie la P-selectina, lo cual indicaria que
no es el anticuerpo ideal para detectar plaquetas degranuladas (in vivo detecta alrededor
del 1% de plaquetas activadas y en reposo; igual que PAC1 (55)) a menos que se realice
el estudio inmediatamente tras la activacion (82). Sin embargo, cuando se compar6 la
sensibilidad relativa respecto a los niveles plasmaticos de beta-tromboglobulina o del FP4
o de los metabolitos en orina de TxA> parecia ser mas elevada. Por lo que, decidir cual es
el mejor marcador de activacion plaquetaria estd todavia a debate (55).

Existen otros anticuerpos menos usados para valorar la activacion plaquetaria, como el
complejo GPIb-IX-V (usado para estudiar la adhesion plaquetaria) y la GPIV(82).

Como ventajas de la citometria podemos destacar: el uso de pequefias cantidades de
muestra (muy Util en el caso de poblacion pediatrica), minima manipulacion de la muestra
(lo cual supone no perder plaquetas en el proceso y no cometer errores in vitro), estudio
de sangre completa (mas fisiologico al estudiar conjuntamente con leucocitos y hematies,
ya que como ya se ha mencionado influyen en la funcion plaquetaria), puede estudiarse
pacientes con recuento plaquetario bajo (no afecta a los resultados) y no es radioactivo (a
diferencia del estudio radioinmunoldgico en plasma de la Ptromboglobulina y el
FP4)(82).

Como agonistas se puede utilizar la trombina, pues es un ponente activador plaquetario.
Para su medicion se puede usar el sintético GPRP (glycyl-L-prolyl-L-arginy-L-proline) o
el TRAP (péptido activador del receptor de trombina)(82).

Como desventajas: es una técnica cara que ademas requiere una persona experta para su
analisis y que debe fijar la muestra en unos 45 minutos para evitar la activacion exvivo
plaquetaria. Ademas hay que tener en cuenta que la citometria detecta plaquetas activadas
libres en sangre pero no aquellas que son aclaradas o estan adheridas a las paredes de los
vasos 0 a circuitos extracorporeos (como un bypass cardiopulmonar), cosa que si ocurriria
si usaramos radioinmunoestudio de plasma Blaquetaria. Ade y FP4(82).
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Se esta utilizando en el diagndstico de déficit hereditarios de glicoproteinas de superficie
en plaquetas (E. Glanzmann, Sd. Bernard-Soulier) y en el diagndstico de las
enfermedades de liberacion de granulos (supone una técnica mas sencilla que la gold
standard para el diagnostico de esta patologia, microscopia de fluorescencia con
mepacrina), ver tabla 2. También se estan utilizando en la monitorizacion de tratamientos
de antagonistas de la GPIIb/IIIa, en el genotipo de plaquetas en la aloinmunizacion feto-
materna, deteccion de plaquetas reticuladas en el prendimiento medular tras un
alotrasplante de progenitores hematopoyético, hiperreactividad de plaquetas en relacion
a cardiopatia isquémica y diabetes mellitus o hiporreactividad plaquetaria en recién
nacido de bajo peso. Las futuras aplicaciones estaran enfocadas en la monitorizacion de
farmacos como los agregantes plaquetarios, agentes antitromboticos, transfusion de
plaquetas, etc.(82).

En la siguiente tabla se describen las diferentes enfermedades plaquetarias hereditarias
(tabla 2)(55).
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Tabla 2. Enfermedades hereditarias plaquetarias

ENFERMEDADES o Sothechar
HEREDITARIAS Herencia | " Fenotipo :’
PLAQUETARIAS -

DEFECTOS DE
ADHESION

Plaquetas de eTrombocitopenia

YWD GPIb

eTrombofilia

DEFECTOS DE

AGREGACION

ADP defecto
receptor

eDiatesis

P2yl
J hemorragica

AD
AR

Didtesi
Enfermedad Localizad * o es1s, .
de oen hemorragica
AR e Albinismo
Hermansky- cromosom Defiolt del
Pudlak alog ~ ‘Deficitdelia
granulos

TRASTORNOS
DE
SECRECION
e Albinismo
Enfermedad oGrandes
de Chediak- AR D granulos
Higashi plaquetarios y
leucocitarios
Acompainados
de fenotipo
anormal en
otras células
eTrombocitopenia
: ePlaquetas
MISCELANEA [t AD D gragdes
May-Hegglin .
eInclusiones
leucocitarias
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eDiatesis
hemorragica
Sindrome de AR Traslocad eDescenso
Scott or lipidico  plaquetas
e Actividad

procoagulante

AR: autosomico recesivo; AD: autosomico dominante; D: desconocido

En un estudio de 2002 se usé este método para la cuantificacion de plaquetas y
microagregados plaquetarios utilizando el anticuerpo CD42a y como agonista el ADP a
diferentes concentraciones, realizando un contaje de 50.000 eventos (incluyendo
plaquetas y leucocitos). Se observaban los eventos correspondientes a los
microagregados a los 10-20 segundos de la adicion del ADP independientemente de la
dosis usada; pasados 1-2 minutos en el caso de ADP a dosis 1 um se producia una
agregacion reversible (los microagregados permanecian aunque en menor cuantia) y
cuando se usaba a dosis de 10zum ocurria una agregacion irreversible (los
microagregados desaparecian porque se transformaban en macroagregados, que son muy
grandes para pasar a través del citometro). Se observé buena correlacion del contaje de
plaquetas entre el método habitual (ultra-Flo 100 whole blood platelet counter) y la
citometria (83). Ademas el contaje real de plaquetas no es necesario para el estudio de
agregacion plaquetaria calculando el % del recuento inicial de la muestra en EDTA (%
agregacion=100 X (recuento en EDTA—ADP recuento)/recuento en EDTA(84).

En el caso del uso de otros agonistas diferentes al ADP, el colageno o la trombina a altas
concentraciones se han observado gran nimero de microparticulas, lo que hace mas
complicado el analisis discriminatorio entre plaquetas y microparticulas, que requiere
mayor estudio en el gateo citométrico (84).

10. ELISA. Puede determinar la etiologia de los granulos (@ y J) de liberacion
plaquetaria y sus productos (FP4, serotonina, ADP...).

11.  Tromboelastograma (TEG). Estudia la generacion de trombina y se esta utilizando
mucho en los ultimos afios. A pesar de que no forme parte del proceso del diagnostico
inicial de defectos de la hemostasia 1%, se cree que podria ser Util para entender por qué
dos pacientes con misma alteracion hemostatica uno sangra y el otro no (85).

1.3. MICROPARTICULAS
1.3.1. Definicion y fisiopatologia

Las microparticulas (MPs) comenzaron a estudiarse en 1967 por Wolf, siendo
denominadas inicialmente con el término de ‘’polvo celular’’(86). En la ultima década
este nombre ha sido sustituido por el actual debido al gran avance en biologia en este
campo (87).

Las células liberan sustancias mediante vesiculas originadas de su membrana plasmatica,

27



Introduccion

bien durante la activacion o durante la apoptosis (muerte celular programada). Para
distinguir el origen de las MPs hay que fijarse en el tamaio, en su contenido, en lo que
ocurre tras su liberacion, etc.(88).

La mayor parte de las MPs tienen un origen plaquetario (>80%(89)), sin embargo,
también pueden ser derivadas de otras células aunque en menor cuantia (granulocitos,
monocitos, eritrocitos, linfocitos, células endoteliales, etc.)(90). La cantidad y contenido
de MPs difiere segun la situacion basal de la persona (sana versus enferma)(90).

Las MPs, cuyo didmetro oscila entre 100nm-1pm, estan compuestas por material proteico
(membrana plasmatica, citoesqueleto, mitocondria y varia segin el estimulo que haya
originado la MP), lipidico (poco conocido) y por ARN o ADN (88). Se trata de una bicapa
fosfolipidica que presenta receptores y proteinas transmembrana y en su interior (en el
citoplasma) presenta proteinas, factores de transcripcion y ARNm (89).

El papel del material nuclear no esta claro, sin embargo, parece que existe una trasferencia
horizontal hacia otras células; en el caso de las células endoteliales se promueve la
angiogénesis y la activacion de Akt y ON sintetasa endotelial(88). También se ha
observado transferencia horizontal de receptores, factores de crecimiento e
integrinas(91). De hecho, se ha observado proceso de fusion entre las MPs y la membrana
de una célula diferente (92).

En condiciones normales, de reposo celular, los fosfolipidos se encuentran distribuidos
asimétricamente en la membrana celular (en el extremo exterior se encuentra
fosfatidilcolina y esfingomielina, y en el interior FS y fosfatidiletanolamina). Cuando se
produce la activacion celular o apoptosis, la FS se transloca y externaliza en la membrana.
Este paso parece ser el primero en ocurrir antes de que produzca la liberacion de MPs y
es la consecuencia de la activacion de la flopasa (enzima ATP-dependiente) y la
inactivacion de la flipasa (enzima que mantiene la normal distribucion de fosfolipidos en
la membrana) mediante la entrada intracelular de Ca®*(89). La exposicion de FS parece
ser el hallazgo universal observado en la células activadas o en apoptosis, asi como, el de
las MPs derivadas de ellas (89). Sin embargo, este proceso no explicaria en principio la
formacioén de MPs que no expresen FS (anexina V negativo en MPs de origen plaquetario
y endotelial), por lo que este tema sigue siendo un punto a debatir; una posible explicacion
podria ser el reflejo del mantenimiento de la homeostasis celular (89).

El conocimiento del proceso de formacion de MPs ha avanzado gracias al estudio del
sindrome de Scott, donde se han estudiado diferentes genes relacionados con la liberacion
de Ca*'y con la redistribucion de fosfolipidos en la membrana plasmatica, pero todavia
no parece clara la mutacion que causa este desorden (89).

Las evidencias sugieren que la modulacion del Ca*" libre intracelular en las plaquetas (a
través de las proteinas Orail y STIMI (ya comentadas anteriormente) y mediante la
accion de la trombina a través del canal P2X;) afecta a la formacion de MPs (89). Parece
clara la relacion entre el Ca?’y la formacion de MPs (de cualquier estirpe celular), sin
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embargo, podria no ser el unico ion relacionado con este proceso, pues se han descrito
canales de Na'/H" y también de K" implicados en este proceso (89).

En el caso de las células apoptoticas se desconoce el mecanismo exacto de los iones de
Ca*". Lo que si se sabe es que el proceso de formacion de MPs en esta situacion ocurre

en aproximadamente una hora, en cambio, en las células activadas ocurre en unos minutos
(89).

Otro punto a tener en cuenta es que se han descrito varias vias de sefializacion para
explicar la formacién de MPs, lo cual refleja la complejidad de estas particulas. Una de
estas vias es la representada por la caspasa-3 y que precisa de la actuacion del Ca?*. Esta
proteina provocaria la protedlisis del citoesqueleto, activando la Rho-kinasa que
fosforilaria la miosina, la cual provocaria la contraccion de la membrana plasmatica y la
produccion de MPs (89).

La funcion de la MP depende de la célula originaria, del estimulo que ‘sufran’ o reciban
y finalmente del contenido de la MP (que evidentemente no serd idéntico que la célula
originaria). Asi, las MPs derivadas de plaquetas participan en la coagulacion sanguinea,
las derivadas de células endoteliales participan en la angiogénesis, y las derivadas de
células del esqueleto en la mineralizacion 6sea. Por otro lado, hay que destacar que las
MPs pueden actuar sobre su célula originaria o sobre otras células o sefiales de activacion
(91). En definitiva, las MPs pueden actuar en la coagulacion, procesos inflamatorios,
funcién endotelial, angiogénesis, supervivencia celular y comunicacion intercelular (90).

Respecto a la angiogénesis no solo interviene en este proceso la expresion de factor
endotelial vascular (VEGF), sino que pueden contribuir a esta funcion el factor tisular o
incluso los adipocitos, cuyas MPs derivadas contienen gran cantidad de proteinas
angiogénicas (91). Las MPs juegan un importante papel en el proceso de angiogénesis,
con un doble efecto: proliferacion celular de una estirpe celular en concreto y también en
la expansion tumoral. De hecho en las Stem cells se han observado abundantes cantidades
de MPs, las cuales son capaces de reprogramar los progenitores hematopoyéticos
mediantes transferencia horizontal de ARNm y proteinas de sus células originarias; asi
también se ha observado en ratones con isquemia cerebral aumento de la neurogénesis
tras tratamiento con MPs derivadas de plaquetas. En sentido opuesto, se ha observado
transferencia de ARNm de las células tumorales del glioblastoma hacia células del
cerebro sanas (91). En el caso de la leucemia linfatica cronica se han observado cambios
en la expresion de las MPs (aumento de ciclina D1 y c-myc), lo que demuestra el papel
de las MPs en el microambiente tumoral y su posible uso como biomarcador de
progresion de la enfermedad neoplésica (91).

Las MPs tienen un tamafio muy pequefio como para ser detectadas en contadores de rutina
plaquetarios (93), por lo que su estudio estd centrado en la citometria de flujo
fundamentalmente; sin embargo, también se realizan en algunos centros el estudio
funcional de la actividad procoagulante de las MPs. Ambas técnicas tienen sus ventajas e
inconvenientes (94). Como definicion de MP del grupo de trabajo de Robert S et al.
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utilizando la citometria de flujo consiste en: eventos de tamafo 0,1-1 4 m que expresan
FS (la cual se detecta con la Anexina V), y ademas otros antigenos que nos ofrecen
informacion de la estirpe celular de la que provienen (en el caso de las células endoteliales
el CD144 (es muy especifico aunque menos sensible); en el caso de plaquetas el CD41,
etc.) y pueden ser obtenidas mediante gran velocidad de centrifugacion para deshacernos
de los debris (95). La identificaciéon de MPs endoteliales activadas puede resultar mas
dificil pues muchas de ellas no expresan FS (88).

Las MPs se diferencian en el tamafio de los exosomas (<100 nm; habitualmente entre 50-
80 nm) y de los cuerpos apoptoticos (>1 1 m los primeros no expresan fosfatidilserina y
los segundos si (88). La mayor parte de los estudios no hacen distincion entre exosomas
y MPs, haciendo referencia a ambos con el nombre de MPs (91).

En el caso de las MPs de origen endotelial, éstas pueden albergar en su interior moléculas
de origen endotelial (ver figura 9): cadherina endotelial vascular, molécula de adhesion
endotelial-plaquetaria-1 (CD31), molécula de adhesion intercelular (ICAM-1 (CD54)),
endoglina, E-selectina (CD62E), S-endo (CD146), an-integrina (CD51), sintetasa del ON
endotelial, receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-R2). Sin
embargo, ninguna de estas moléculas es exclusiva de expresion endotelial (pues pueden
encontrarse en leucocitos, plaquetas y eritrocitos), exceptuando la E-selectina y la
cadherina endotelial vascular. La E-selectina se ha observado en células endoteliales
activadas y también en células apoptoicas (con expresion de TNF- & (88).Se han
detectado en plasma, orina, humor vitreo y en tejidos isquémicos o con arteriosclerosis
(88).
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Figura 9. Representacion de moléculas expresadas en microvesiculas endoteliales y sus efectos biologicos.
Tomado de Dignat-George F. 2011(88).

In vitro, diferentes sustancias son capaces de inducir la produccion de MPs endoteliales:
TNF- a lipopolisacaridos de bacterias, trombina, PCR, toxinas urémicas, campotecina,
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inhibidor del plasminogeno. Existen pocos estudios que hayan analizado este mecanismo.
Uno de ellos (ver figura 10), describe la generacion de MPs endoteliales siendo el agonista
la trombina que acttia sobre su receptor PAR-1 en 2 fases (la fase lenta que incluye la via
caspasa 2 y la rapida que incluye a TRAIL, citoquina perteneciente a la familia de TNF-
a ambos precisan de la actuacion del factor nuclear NFk 8 Se producird la
reorganizacion del citoesqueleto y la formacion posterior de las MPs. El hecho de que la
IL-1 se libere en este proceso al plasma y que el TNF- & pueda actuar como agonista de
la liberacion de MPs endoteliales hace pensar en si los mediadores de este proceso puedan

estar implicados en la respuesta general inflamatoria, sin embargo éste es un tema todavia
a debate (88).
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Figura 10. Generacion de microparticulas endoteliales tras estimulo de la trombina. Tomado de Dignat-
George F. 2011(88)

Las MPs endoteliales estan implicadas en funciones como (ver figura 11): la presentacion
de antigenos, angiogénesis (inhibiendo la via Notch), transferencia de material genético
a otras células (células endoteliales, fagocitos,...).
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Figura 11. Representacion esquematica de los agonistas que aumentan la produccion de MPs endoteliales.
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Tomado de Dignat-George F. 2011(88) En rojo se observan efectos indeseables (trombosis) y en azul los
beneficiosos (angiogénesis). LPS: lipopolisacarido; PCR: proteina C reactiva; PAI: inhibidor del
plasmindgeno activado; Ox-LDL: lipoproteina oxidizada de baja densidad; ROS: especies oxigeno
reactivas.

Varios estudios han postulado el uso futuro de los niveles de MPs endoteliales como
biomarcador pronostico en enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus, ya que se
ha observado alteracion del material genético en estas MPs (88).La expresion de FT y FS
de las MPs esté relacionado con el potencial trombdtico de éstas, y al revés, cuando las
MPs expresan proteina C. Esto sugiere que las MPs participan en un equilibrio constante
coagulante y anticoagulante (88).Lo que parece estar claro, es que este proceso es
complejo y que son necesarios mas estudios que evalten las funciones de estas MPs
endoteliales (88).

Las MPs de origen endotelial y plaquetario son las que estan relacionadas con la
exposicion del FT y la sintesis del trombo, ya que liberan proteina disulfido isomerasa
(PDI)(90).

La FS es una aminofosfolipido cargado negativamente, que permite la unién con el
complejo tenasa y protrombinasa llevando a la generacion de trombina, asi mismo,
también funciona activando el FT (94).

El FT es una glicoproteina transmembrana que representa el papel principal para la
iniciacion de la coagulacion (94) activando al FVII, de hecho su ausencia hace que sea
incompatible con la vida (es el tnico factor de la coagulacion del cual no se ha descrito
desorden congénito asociado) (96). Se ha denominado también como factor III de la
coagulacion, tromboquinasa, tromboplastina o CD142 (96). El FT se encuentra en tejido
cerebral, corazon, rifiones, pulmones, utero y placenta. En la sangre podemos encontrarlo
en microvesiculas lipidicas de monocitos y células endoteliales siempre y cuando éstas
estén activadas, por lo que, podemos decir que el mayor pool de FT en sangre son las
MPs derivadas de los monocitos (96). Se desconoce si el FT esta activo o necesita
activarse para unirse al factor VII; es posible que se active tras la union de las MPs (donde
se encuentra) a fibrina o a plaquetas activadas (96) a través de un mecanismo que implica
que P-selectina glicoproteina ligando-1 (PSGL-1) se unira a la P-selectina de las plaquetas
activadas (ver figura 12) (92).
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Figura 12. Mecanismo de funcion de la p-selectina. A la izquierda) plaqueta expresa p-selectina tras su
activacion; A la derecha) unidon de plaqueta y leucocito a través de la p-selectina y el ligando PSGL-1
(cedido por gentileza de Sue Fox y Natasha Dovlatova, University of Nottingham).

P-selectina es el miembro mayoritario de la familia de las selectinas, cuya funcion es
mediar en la adhesion celular (entre leucocitos, plaquetas y endotelio). P-selectina se
encuentra en la membrana de los a-granulos plaquetarios y en los cuerpos de Weibel-
Palade de las células endoteliales, sin embargo, en estos ultimos el componente
mayoritario es el FvW, que como ya he mencionado anteriormente, interviene en la
adhesion plaquetaria y en el transporte del factor VIII en el plasma. Sea la liberacion de
P-selectina procedente de un granulo u otro (ésto ocurrira tras la activacion de plaquetas
o células endoteliales), se producira la expresion de P-selectina en la superficie celular,
tras lo cual su union a su receptor permitird iniciar el proceso de adhesion celular. El
ligando mas conocido de la P-selectina es el PSGL-1 y se encuentra en la mayoria de los
leucocitos, sin embargo, también se han observado pequefias cantidades de este ligando
en plaquetas y en la Gplb (receptor del FvW)(96), lo que refleja la autonomia de las
plaquetas. Estos pasos son los que ocurren antes del rodamiento de plaquetas y leucocitos
al lugar de la lesion e indica la relacion tan cercana entre ambos tipos celulares en los
procesos de hemostasia e inflamacion(96)(ver figura 13).

La forma de P-selectina soluble puede ser detectada en plasma; cuando esta elevada puede
predecir eventos cardiovasculares(96).
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Figura 13. Modelo del FT y la P-selectina en la formacion del trombo. Tomado de Polgar J. 2005(96).

A) Tras la injuria del vaso las células endoteliales y sus MPs expresan FT (bolitas rosas) de igual modo las
MPs de los monocitos expresan FT (bolitas naranjas), y llegan las plaquetas (ovoide azul) con el deposito
de fibrina. B) P-selectina (P) de plaquetas y de células endoteliales se une a su ligando PSGL-1 en los
monocitos, liberando FT (bolitas naranjas).

De hecho, se ha observado que PSGL-1 juega un importante papel en la formacion de
MPs que contienen FT (96), reflejando que estos procesos son dindmicos. Asi pues, la
union de P-selectina con su ligando PSGL-1 representa un importante papel en los
procesos de inflamacion y trombosis. Por ello, se estdn investigando estrategias
terapéuticas en un sentido u otro segin la patologia en particular; en el caso de la
hemofilia potenciando la P-selectina (utilizando inmunoglobulinas, P-selectina-Ig) se
observd acortamiento del tiempo de sangrado en el modelo murino (97) y en las
estrategias antitromboticas inhibiendo la union P-selectina con PSLG-1 (utilizando
anticuerpos recombinantes que bloqueen/se unan a PSLG-1, como rPSGL-Ig) se han
observado efectos beneficiosos (96). Ademds también se ha planteado el uso de P-
selectina-Ig en combinacion con FVIIra en el caso de pacientes con HA e inhibidor para
potenciar el efecto del FVIIra (dado su corta vida media) (96).

Determinados estimulos como el colageno son capaces de liberar MPs procoagulantes
(enriquecidas de P-selectina, CD63, Gp IIb/Illa); los megacariocitos también constituyen
un recurso fisiologico de MPs (caracterizadas por FS, CD42 y CD41) (89).

Las MPs estan siendo reconocidas como mediadores importantes de la hemostasis y la
trombosis (96,98). Se han observado aumento del nivel de MPs plaquetarias en pacientes
con diabetes tipo 1 y 2, sindrome metabdlico, hiperlipidemia e hipertension; también en
el caso de las MPs endoteliales (predictor independiente en el modelo de riesgo
cardiovascular de Framingham). Sin embargo, el hecho de que estén aumentadas no
significa siempre que tengan un efecto deletéreo para la salud, de hecho también se han
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visto aumentadas en situaciones clinicas (sepsis, disfuncion organica, etc.) con evolucion
favorable, por lo que, presentan una habilidad dual para aumentar o reducir ON y especies
de oxigeno reactivo (ROS) (90).De hecho, se han descrito posibles efectos
anticoagulantes de las MPs en sujetos sanos donde se observo correlacion inversa entre
el nimero de MPs y la generacion de trombina (99).

Las MPs se han estudiado en la parpura trombocitopenia idiopatica, donde se observd
que los pacientes sangraban menos cuando existia gran cantidad de MPs derivadas de
plaquetas; asi mismo en el grupo de pacientes que presentaban accidentes isquémicos
transitorios se observé un aumento considerable del nimero de MPs (93).

1.3.2. Microparticulas y hemofilia

Como se ha comentado anteriormente, altos niveles de MPs mejoraron la hemostasia en
el modelo de raton hemofilico (97), ademas las MPs derivadas de plaquetas expresan una
alta y mantenida afinidad por el FVIII (100). Se ha observado aumento de las MPs de
origen plaquetar en la enfermedad de von Willebrand tipo 1 tras la administracion de
desmopresina (101). Hay que destacar que existe gran variabilidad en cuanto a la cantidad
de MPs entre individuos sanos y también entre pacientes con HA, lo que anima a estudiar
éstas en la modulacion del fenotipo hemorragico en hemofilia (53). Se ha observado que
en individuos menores de 18 afios, tanto sujetos sanos como pacientes hemofilicos, existe
gran variabilidad y niveles mayores de MPs respecto a sujetos de edades superiores (102).
En hemofilia existen pocos estudios y ademas contradictorios. En el estudio de Mobarrez
et al.(103) presentaban un grupo bien definido de 18 pacientes con HA en tratamiento a
demanda, se observd que tras 30 minutos de la infusion de FVIII la cantidad de MPs
totales, las de origen plaquetar y también las endoteliales disminuian, no asi las de origen
leucocitario. Ademads existia correlacion inversa con la mayor activacion hemostatica
mediante otros métodos de laboratorio, por lo que concluyeron que este descenso de MPs
podria corresponder a su inclusion dentro del trombo (el lavado de MPs, aunque poco
conocido, no parecia explicar todo el descenso). Al contrario, Proulle et al. (104) observd
un aumento de las MPs con actividad procoagulante tras la administracion de FVIIra en
pacientes con HA. Hay que tener en cuenta el hecho de que se usasen diferentes factores
(FVIIra puede activar al FT y producir MPs), que las muestras de pacientes comparados
no fuesen similares (en el estudio de Proulle et al. 1a muestra de pacientes era heterogénea
con pacientes en régimen profilactico y otros a demanda) y que el método de medicion
de las MPs fuese diferente (Proulle et al usaban un método funcional y Mobarrez et al las
identificaban con anticuerpos monoclonales). En 2014 y 2015 se publicaron dos
comunicaciones de un grupo de trabajo chino en el Congreso Americano de Hematologia
(American Society of Hematology, ASH), en una de ellas se observaba mayor nivel de
MPs plaquetarias en pacientes con HA leve respecto a HA severa (estando todos en
régimen de tratamiento a demanda) y a sujetos sanos, ademas en sujetos en tratamiento
profilactico también se observaron bajo nivel de MPs (105); en el otro trabajo dividian a
los pacientes con HA severa en grupos segun su fenotipo hemorragico (teniendo en cuenta
que el dintel de la ratio de sangrado anual para el fenotipo severo era de 24 y de fenotipo
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leve era <6) y encontraban que los pacientes con fenotipo hemorragico mas leve
presentaban mayor nivel de MPs (106).

Los investigadores reconocen que existe poco consenso en el analisis de las MPs debido
principalmente a la imprecision de la medida del tamafio. Asi mismo, también existen
variables pre-analiticas que es necesario tener en cuenta para que los resultados sean
fiables. Por ello, la ISTH ha desarrollado unas recomendaciones(107), sin embargo, son
necesarias guias estandarizadas.

Parece que las MPs tienen funciones que las hace atractivas para aplicarlas en
determinadas circunstancias clinicas como, biomarcadores que sugieran la presencia de
una enfermedad o como diana terapéutica en diabetes, enfermedades cardiovasculares o
el cancer. Sin embargo, son necesarios mas estudios para comprender mejor estas
implicaciones clinicas (91).

1.4. RELEVANCIA

En la hemofilia, el déficit de FVIII o IX da lugar a una disminucién de la formacion de
FX en la superficie plaquetaria, lo que a su vez produce un déficit en la generacion de
trombina, por ello, se la considera un desorden de la coagulacion. Pero, en el proceso
hemostatico normal, las plaquetas, los leucocitos, el endotelio y el sistema de la
coagulacion interactiian unos con otros para formar un tapon en el sitio de la lesion (53).

Dada la importante contribucion de las plaquetas sobre la hemostasia en general, y sobre
la generacion de trombina en particular, podria especularse que diferencias en éstas
pudiesen modular la predisposicion de los individuos a presentar sangrados o trombosis
(53).

El estudio de las MPs en hemofilia es importante por 3 motivos: identificacion de MPs
que mejoren el estatus hemorragico de estos pacientes y pueda ser usado como
tratamiento; estudio de la enfermedad cardiovascular, puesto que estos pacientes
actualmente llegan a edad adultos y se ha observado que la hemofilia no tiene un factor
protector sobre ésta; estudiar si el tratamiento actual con factor predispone a un evento
trombotico (103).

La diatesis hemorragica debida al déficit de factores en los pacientes con hemofilia,
podria ser parcialmente compensada o modificada por otros factores, como la reactividad
plaquetaria y/o el nimero y calidad de las microparticulas procoagulantes.

1.4.1. Modelo tisular de la coagulacion

El modelo celular de la coagulacion (ver figura 14) (28) surgio de patologias o situaciones
que no podian explicarse en su totalidad con el modelo anterior, el de la cascada de la
coagulacion. Por ejemplo, en el caso de HA o HB, segun el modelo antiguo, la via
extrinseca deberia suplir mediante la sintesis de factor X este déficit de FVIII o IX
respectivamente. Este modelo se centra en los receptores celulares especificos para las
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proteinas de coagulacion. Se divide en 3 fases que se solapan en el tiempo (al lugar de la
injuria llegan factores de coagulacion, plaquetas, monocitos, células endoteliales, etc.).
El proceso de iniciacion ocurre en las células que llevan las microvesiculas de FT
(monocitos, fibroblastos, células endoteliales); éstas pueden ser activadas si el estimulo
es grande, por FIX, X e incluso por trombina. El FT se unird formando un complejo con
el FVIIL, los cuales activaran al FIX y al FX. El FX originado del complejo FT/FVII
rapidamente es inhibido por TFPI y ATIII (como mecanismo de homeostasis), ademas el
FX puede activar al FV y su combinacion puede generar pequeias cantidades de
trombina, lo cual es importante en la activacion plaquetaria durante la siguiente fase.

La amplificacion ocurre cuando las vesiculas de los monocitos contactan con la superficie
de las plaquetas, ademas las pequenas cantidades de trombina originadas en estas células
producird mayor activacion plaquetaria. La activacion plaquetaria producira la liberacion
de FV de los a-granulos (el cual sera activado posteriormente por FX o trombina). Esta
fase acaba cuando las plaquetas se han activado y han activado en su superficie al FV y
FVIIL

En la superficie plaquetaria podemos encontrar receptores de factores de la coagulacion
(FXI, FX, FIX, FVIII, trombina) y de fibrindgeno. En el caso de la trombina podemos
encontrar 2: el PAR1 y la GpIb/IX; sin embargo, la Gplb/IX principalmente es usada por
el complejo FvW-FVIII, una vez activado el FVIII se escindird del FvW y se uniré a la
plaqueta en otro receptor de superficie.

El factor VIII es un cofactor que circula formando un complejo junto al FvW en muy
bajas concentraciones (0,3-0,7 nM) comparados con otros factores. El factor VIII posee
varios sitios para poder unirse tanto al FvW como a otros factores (II, IX, X, PC) y
también interacciona con los fosfolipidos de la superficie plaquetaria. La versatilidad de
este factor lo hace imprescindible, asi como vulnerable (67).

En la fase de propagacion se unen proteasas con sus cofactores en la superficie celular
plaquetaria, es decir, se generan los complejos tenasa (union de FVIII-FIX) y
protrombinasa (union de FX-FV) en la superficie plaquetaria, este ultimo podra generar
cantidades suficientes de trombina (FII) para formar el codgulo de fibrina.
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Figura 14. Modelo celular de la coagulacion. Tomado de Hoffman M. 2001(28). La explicacion de la
hemofilia para estos autores con este modelo es que existe una alteracion en la superficie de la membrana
plaquetaria que dificulta la generacion de suficientes cantidades de FX como para formar trombina, lo que
explicaria también por qué estos pacientes responden al tratamiento con altas dosis de FVIIra (28).

Por todo ello, a diferencia del modelo clasico de la cascada del coagulacion, el “modelo
celular” de la coagulacion deberia implicar que la evaluacion hemostética de los pacientes
hemofilicos considere ademas de la actividad de los factores VIII/IX, el papel de las
células (plaquetas, leucocitos, endotelio) y de las MPs. La identificacion de estos factores
permitira orientar el tratamiento de estos pacientes.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo principal

El presente trabajo estd dirigido a la investigacion de los factores moduladores del
fenotipo hemorragico en pacientes con hemofilia A severa tratados en régimen de
profilaxis. Entre los factores moduladores que vamos a estudiar se encuentran las
plaquetas y las microparticulas. Analizaremos si la administracion de FVIII modifica este
fenotipo hemorragico, comparando una muestra basal (periodo de lavado/72h sin factor
VIII) con respecto a una muestra 15 minutos tras administracion de FVIIL.

2.2. Objetivos secundarios
Comparar los resultados de la hipotesis principal con un grupo control de sujetos sanos.
Investigar la predisposicion a eventos tromboéticos en estos pacientes.

Investigar si el andlisis de los factores moduladores de la hemostasia debe hacerse como
rutina habitual en el estudio de un paciente con hemofilia A.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Diseno del estudio

Se trata de un estudio de cohortes observacional, prospectivo y longitudinal realizado
entre julio de 2015 y abril de 2016. El Proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de
Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(HCUVA) de Murcia (Anexo 1) y se han respetado en todo momento las normas de
Buenas Practicas Clinicas en Investigacion. El protocolo del estudio cumple las
directrices éticas de la Declaracion de Helsinki de 1975 (Revision de 1983).

A todos los pacientes del presente estudio se les explicd de forma verbal y escrita el
objetivo del proyecto y su derecho a consultar telefénicamente en caso de duda o a
abandonarlo libremente en cualquier momento. Se explicd que dadas las caracteristicas
del mismo, éste no suponia ninguna modificacion de su tratamiento cronico habitual ni la
toma de medicacion adicional. Por tanto, no se preveia ninglin riesgo adicional para el
paciente, puesto que no habia modificacion alguna en su tratamiento y revisiones (las
analiticas se realizarian segun la préctica habitual de su enfermedad) médicas. También
se informd que los resultados obtenidos pretendian conocer mejor su enfermedad y que
probablemente no tuvieran valor para ellos en el momento actual, pero quiza si en el

futuro. Todo ello se encuentra recogido en la “Hoja de informacion al paciente” Anexo
2.

Todos los pacientes incluidos en el estudio dieron su consentimiento informado, que
garantiza que participan voluntariamente en el estudio después de haber comprendido la
informacion anteriormente expuesta (Anexo 3 y 4). Del mismo modo se garantiz6 el
cumplimiento de la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos
de Caracter Personal, para proteger el derecho a la intimidad de los pacientes; el Real
Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de
desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora
de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y
documentacion clinica y documentos contenidos en el archivo.

Toda la informacion de investigacion biologica obtenida de las muestras fue estrictamente
confidencial y no se us6 para ningln otro propdsito fuera de los del proyecto, accediendo
unicamente a la informacion obtenida los investigadores responsables. Tal como recoge
la Ley de Investigacion Biomédica de 3 de Julio de 2007, “La donacion y la utilizacion
de muestras biologicas humanas sera gratuita, cualquiera que sea su origen especifico, sin
que en ningin caso las compensaciones que se prevén en la ley tengan un caracter
lucrativo o comercial. La donacién implica, asi mismo, la renuncia por parte de los
donantes a cualquier derecho de naturaleza econdmica o de otro tipo sobre los resultados
que pudieran derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven
a cabo con dichas muestras biologicas”.
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En el caso de la poblacion control sana se procedio de la misma manera que en el caso de
pacientes en cuanto a la explicacion del proyecto y la confidencialidad de datos (leyes
nombradas previamente).

La cohorte estudiada esta formada por pacientes de la Unidad de Hemofilia de la Region
de Murcia con diagndstico de Hemofilia A severa y que se encontraban en tratamiento
profilactico con FVIII recombinante en el momento del estudio. Ademas debian cumplir
los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

% CRITERIOS INCLUSION:

v’ Pacientes con edad comprendida entre 6 y 65 afios con hemofilia A en
tratamiento profilactico con factor VIII recombinante.

v' Pacientes sin presencia de inhibidor contra el factor VIIL

v' Pacientes que no estén siendo tratados con antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) en los 15 dias anteriores a la donacion.

v Pacientes sin episodios de infeccion y/o trombosis y/o hemartros en los
ultimos 3 meses.

v' Pacientes con recuento plaquetario >100.000/uL.

% CRITERIOS DE EXCLUSION:

v' Pacientes que no estén de acuerdo en colaborar con el estudio.
v Pacientes que por problemas clinicos/comorbilidades (hemofilia u otra
enfermedad) no puedan acudir al hospital.

El tipo de muestreo que se llevo a cabo fue no probabilistico y consecutivo, ya que se
selecciono a toda la poblacion elegible. Utilizando la base de datos informatica de
pacientes del HCUVA (que se encuentra codificada por diagnosticos -clinicos
hematologicos), se seleccionaron aquellos pacientes con HA severa. Posteriormente se
realiz6 recoleccion de datos demograficos tras revisar la historia clinica presente en el
hospital (informética y en papel). Asi pues, de los 20 pacientes diagnosticados de HA
severa en nuestro centro, 4 de ellos no cumplian todos los criterios de inclusion y ninguno
de exclusion.

También analizamos un grupo control de sujetos sanos voluntarios y conformes con
colaborar con el proyecto.

Tras la seleccion de pacientes, se contactaba con ellos telefonicamente por un
Hematologo/a, que informaban al paciente del proyecto de investigacion, se acordaba el
dia del experimento en caso de estar conforme y se daban las siguientes recomendaciones:

e NO debera haber realizado ejercicio la noche anterior al dia de la extraccion
analitica (ni esa misma mafana).
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e NO fumar en los 30 minutos antes de hacerse la prueba ni hasta haberse extraido
la segunda determinacion.

e NO haber consumido caf¢ en las 2 horas previas al estudio ni hasta haberse
extraido la segunda determinacion.

e NO tomar farmacos que inhiben la funcion plaquetaria (AINES) por lo menos 15
dias antes de realizar la prueba.

AINES: Aspirina (4cido acetilsalicilico), celebrex (celecoxib), neobrufen
(ibuprofeno), naproxeno, voltarén (diclofenaco), toradol (ketorolaco),
indometacina, salicilatos.

v" El paciente podra tomar paracetamol (gelocatil).

e NO haber presentado episodio de trombosis, infeccion o hemartros en los 3 meses
previos a la extraccion analitica.

e Pasard a la consulta de Hematologia que se localiza enfrente de Banco de Sangre,
para la FIRMA DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO. Sera atendido por
Hematologia a las 08:00 del dia citado. Posteriormente se llevara a cabo la
extraccion analitica.

e IMPORTANTE: No olvidar traer el factor que le corresponda administrarse ese
dia.

En el caso de controles voluntarios sanos se procedia informando de la misma forma que
en los pacientes (telefonicamente) y con las misma recomendaciones, exceptuando lo que
respecta al factor VIII.

Los pacientes se citaban ajustando los dias de profilaxis de forma que coincidiera el dia
citado con el periodo de lavado. El dia del experimento se explicaba nuevamente el
procedimiento, se confirmaban los datos de la historia clinica mediante una entrevista
previa con el paciente y si estaba de acuerdo, firmaba el consentimiento informado.

Mencionar que estos pacientes como control de rutina asistencial se realizan analiticas
anuales para determinacion de hemograma, serologias y sobre todo para cuantificacion
del factor VIII. La dosis de factor VIII que toma semanalmente el paciente se ajusta por
el Hematologo en funcion de los niveles de factor VIII medidos, de la clinica hemorragica
y también de la rutina diaria (ejercicios fisicos, trabajo, edad) del paciente. En los
pacientes incluidos en el estudio, se ha hecho coincidir los dias de revision anuales con la
obtencion de las muestras sanguineas para el proyecto de investigacion.

3.2. Protocolo experimental

Segtin el protocolo experimental, se extraia una analitica antes (muestra basal, periodo de
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lavado, es decir, 72h sin administrar factor VIII) y otra después de la infusion de factor

VIII que paciente traia de casa (muestra tras 15 minutos de la administracion de factor
VIII).

La muestra era extraida siempre por la misma enfermera experta, con aguja del n° 21 y
sin el uso del compresor o torniquete, todo ello para minimizar la estimulacion
plaquetaria. Los primeros mililitros (2,5 ml) se usaban para las determinaciones
necesarias del proyecto que no fuesen el estudio directo de funcionalidad plaquetaria,
como por ejemplo la realizacion del hemograma (Recomendaciones de la International
Society on Thrombosis and Haemostasis/ISTH).

Se extraia en cada extraccion un total de 18 mL para cada grupo experimental (figura 15),
siendo los grupos experimentales los siguientes:

Grupos experimentales:

Grupo 1- muestras de sangre de los pacientes con HA y una actividad minima de
factor VIII (muestra basal).

Grupo 2- muestras de sangre de los pacientes con HA y una actividad méxima de
factor VIII (tras 15 minutos de factor VIII).

Grupo 3- muestras de sangre de voluntarios sanos, con una actividad de factor
VIII normal.

Figura 15. A) Infusion de factor VIII; B) Serie de tubos utilizados para el procesamiento de las muestras
sanguineas de los paciente hemofilicos (basal y tras infusion de factor VIII).

En todo momento es necesario procesar la muestra con cuidado para evitar la activacion
plaquetaria por la propia manipulacion. Por ello, tras la extraccion se deja reposar la
sangre 15 minutos para su estabilizacion. Ademas, los estudios de funcidn y activacion
plaquetaria se deben hacer lo mas rdpidamente posible después de la extraccion de la
sangre (no se debe exceder las 3 horas).
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En el caso de no poder analizar inmediatamente la muestra, se puede fijar la suspension
diluida con 1 ml de paraformaldehido al 2 % en PBS y mantenerla a 4-8 °C durante 24-
48 horas, pero s6lo para aquellos protocoles en las se miden caracteristicas basales de las
plaquetas y que tras ser fijadas, pueden marcarse con anticuerpos monoclonales y
estudiadas mediante citometria de flujo.

Cada muestra sanguinea de los diferentes grupos experimentales, se distribuye en
diferentes tubos para su procesamiento posterior:

3 mL de sangre en tubo con EDTA (los primeros mL de la extraccion) para
realizacion del recuento plaquetar (hemograma) mediante el sistema Cell-dyn
Sapphire System Abbott.

» 3 mL de sangre con citrato sodio 109 M, es decir, citrato al 3,2%, para
determinacion de % factor VIII, antigeno von Willebrand y cofactor von
Willebrand (estudio cromogénico de coagulacion especial) mediante el sistema
Sysmex CA-1500-Hemostasis-Analyzer Siemens.

= 3 mL en tubo con hirudina para estudio plaquetar por impedancia mediante el
sistema multiplate analyzer Roche, utilizando 20 microL de diferentes agonistas
(ADP, ASPI, TRAP, COL, RISTO, EPI) en 300 microL sangre paciente.

* 3 mL de sangre en tubo citrato al 10% (3,2%), para estudio plaquetar mediante
sistema PFA-100 System Siemens, donde se mide el tiempo de obturacion al
adicionar 800 puL de sangre del paciente en cada uno de los 2 pocillos donde se
encuentra el kit del agonista (COL/EP1 y COL/ADP).

* 3 ml de sangre con citrato al 10% (3,2%), para el estudio de funcion plaquetaria
mediante agregometria de luz optica.

» 3 mL de sangre en tubo citrato al 10% (3,13%), para estudio agregacion (20 pl de
agonista (TRAP 10 uM, concentracion final) + 480 ul sangre) y activacion
plaquetaria (expresion de P-selectina) y calcio citosolico mediante citometria de
flujo con el sistema FACSCanto™ (BD Biosciences) y el uso de anticuerpos
monoclonales (BD Biosciences). Los datos de la citometria fueron procesados
utilizando el programa Kaluza (Beckman Coulter). Las microparticulas se
analizaron en el citometro de flujo Gallios (Beckman Coulter) en el Laboratorio
de Citometria de Flujo-Centro de Citometria Coulter y Técnicas Afines en
Valencia.

46



Material y Métodos

A continuacion se muestra con mas detalle los métodos utilizados en este estudio.
3.3. Parametros analizados
3.3.1. Hemograma

El sistema CELL-DYN Sapphire (figura 16) es un analizador hematoldgico automatico y
multiparamétrico, disefiado para el estudio del hemograma y su caracterizacion en el
diagnostico in vitro.

Figura 16. Analizador hematolégico CELL-DYN Sapphire

Las muestras de este estudio (en tubos con el anticoagulante EDTA) se procesaron con
este sistema y se determinaron los parametros de serie roja, plaquetas y leucocitos con su
diferencial.

Este sistema utiliza el principio de impedancia para recuento de hematies y determina el
tamafio de las células (volimenes corpusculares de eritrocitos y plaquetas). La
impedancia eléctrica es la medida de la capacidad que tiene un objeto de oponerse al
movimiento de una carga eléctrica, Se basa en el cambio de la resistencia eléctrica
producido por una particula suspendida en un diluyente conductor a su paso por una
abertura de dimensiones conocidas. Los autoanalizadores hematologicos hacen uso del
grado de impedancia generado por las células sanguineas o particulas, para contar y
determinar el tamano de los eritrocitos y plaquetas.

La medicion de la hemoglobina se realiza por espectrofotometria de absorcion. Este
proceso se basa en la relacion lineal existente entre la cantidad de luz absorbida por una
mezcla homogénea, en reposo, en una determinada banda de absorcion y la concentracion
de la sustancia que absorbe la luz en la muestra (ley de Beer). En el sistema Cell-Dyn
Sapphire se utiliza una dilucién de hemoglobina como muestra y un complejo de
hemoglobina como sustancia que absorbe la luz. El resto de paradmetros de serie roja son
calculos deducidos (hematocrito, hemoglobina corpuscular media y concentracion de
hemoglobina corpuscular media).
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Por ultimo, el sistema utiliza la dispersion Optica (citometria de flujo) para la lectura de
leucocitos (WBC) y subpoblaciones leucocitarias (neutrofilos, linfocitos, monocitos,
eosinofilos y basofilos). Este principio se basa en la dispersion de la luz que tiene lugar
cuando el haz del laser choca con una célula y cambia de direccion. En la citometria de
flujo, los sensores detectan la luz dispersada, produciendo un pulso eléctrico medible que
se envia al ordenador para ser analizado y almacenado. Estas sefiales ofrecen informacion
sobre las caracteristicas de las células, tales como tamafio, complejidad, granularidad
citoplasmatica y lobularidad nuclear, de gran utilidad en el proceso de identificacion de
las mismas. Estas caracteristicas pueden deducirse a partir de la medicion de la luz
dispersada a determinados angulos respecto al haz del laser.

Finalmente resaltar que el laboratorio donde se procesaron las muestras estaba sometido
a acreditacion segun la norma UNE-EN ISO 15180:2013.
(https://www.enac.es/web/enac/entidades-acreditadas/).

En la tabla 3 se exponen los rangos de normalidad en el laboratorio del HCUVA donde
se han procesado las muestras.

Tabla 3. Hemograma. Rangos de normalidad obtenidos con el sistema CELL-DYN Sapphire en el
laboratorio de hematologia del HCUVA de Murcia.

PARAMETROS Rango de normalidad
Hematies (x10%/pL) 4,0-5,2
Hemoglobina (g/dL) 11,5-15,5
Hematocrito (%) 35,0-45,0
VCM (fL) 77,0-95,0
HCM (pg/célula) 25,0-33,0
CHCM (g/dL) 31,0-37,0
Plaquetas (x10%/pL) 150,0-350,0
VPM (fL) 6,4-11,0
Plaquetas reticuladas (%) 0-6
Reticulocitos (%) 1-2
Leucocitos (x103/pL) 4,50-13,00
Neutroéfilos (x10%/uL) 1,80-6,50
Linfocitos (x10°/uL) 1,50-6,50
Monocitos (x103/pL) 0,00-0,80
Eosinofilos (x103/pL) 0,00-0,50
Basofilos (x10%/uL) 0,00-0,20
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3.3.2. Pruebas de coagulacion especial
Mediante el sistema ACL TOP 700 CTS (Instrumentation Laboratory. Werfen

Company)(figura 17) se procesaron muestras anticoaguladas con citrato sddico y se
determino el factor VIII, el Ag vW y el cofactor de la ristocetina con su diferencial.

\ ‘\F

Figura 17. Sistema ACL TOP 700.
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Para la determinacion de la actividad de los factores se utiliz6 un test de “un solo paso”.
En esta prueba, la activacion del factor y la formacion de fibrina se producen en la misma
solucion de reaccion (solucion de prueba), que estd compuesta por:

e Plasma deficiente en factor factor VIII (plasma sustrato): Kit HemosIL Num. Cat.
0008466400.(Instrumentation Laboratory. Werfen Company)

e Plasma de control: Kit HemosIL Num. Cat.0020003110 .(Instrumentation
Laboratory. Werfen Company)

e Plasma control de técnicas especiales nivel: Kit HemosIL Num. Cat.0020012000.
(Instrumentation Laboratory. Werfen Company)

e Reactivo activador: Silica coloidal (Synthasil) Kit HemosIL Num. Cat.
0020006800 .(Instrumentation Laboratory. Werfen Company)

e Reactivo iniciador: Cloruro Calcico 0,020 M. Kit HemosIL Num. Cat.
00200069000 .(Instrumentation Laboratory. Werfen Company)

Un plasma deficiente en factor es un plasma al que le falta el factor a determinar, pero
que contiene todos los demas factores necesarios para el proceso de coagulacion,
inclusive el fibrindgeno, con la actividad y en las concentraciones suficientes para la
determinacion a punto final.

Se utiliza plasma citratado pobre en plaquetas (PPP) para los ensayos de la actividad de
los factores. Los ensayos s6lo pueden realizarse con el material diluido con solucion
tampon.

Los ensayos de actividad del factor VIII so6lo pueden hacerse por activacion de la via
intrinseca con tromboplastina parcial (reaccion del APTT) y un activador de superficie
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(por ejemplo, la cefalina). Se usa una solucion de cloruro célcico como reactivo iniciador
para desencadenar la coagulacion. El tiempo transcurrido desde la incorporacion del
reactivo iniciador y la formacién de fibrina se toma como medida de la actividad del
factor de coagulacion respectivo.

El plasma del paciente se diluye y se anade al factor plasma deficiente VIII. La correccion
del tiempo de coagulacion del plasma deficiente es proporcional a la concentracion (% de
actividad), de dicho factor en el plasma del paciente, obtenido a partir de una curva de
calibracion.

El factor von Willebrand antigénico (FvW: Ag) y el cofactor de la ristocetina del factor
von Willebrand (FvW: Rco) se determinaron mediante inmunoensayo automatizado para
la determinacion cuantitativa de estos factores mediante el sistema ACL TOP 700. Se
trata de una técnica de inmunoturbidimetria amplificada con particulas de latex que
permite cuantificar FvW: Ag y FvyW: RCo en plasma citratado. En el caso de la
determinacion del FvW: Ag cuando se mezcla un plasma que contiene FVW: Ag con el
Reactivo Latex y el Tampon de Reaccion, las particulas de latex aglutinan; el grado de
aglutinacion es directamente proporcional a la concentracion de FVW: Ag contenida en
el plasma y se determina midiendo el descenso de la luz trasmitida causado por los
agregados.

Material: Kit HemosIL von Willebrand Factor Antigénico contiene: reactivo latex (nam.
Cat. 0020002310), reactivo buffer (nim. Cat.0020002320). .(Instrumentation Laboratory.
Werfen Company)

En el caso de la determinacion de FvW: Rco, un fragmento recombinante de la
glicoproteina de las plaquetas (rGP1ba), receptor del FvW, se une a las particulas de latex
por medio de un anticuerpo monoclonal especifico que orienta el fragmento rGP1ba en
la posicion adecuada para que, en presencia de la ristocetina, pueda interactuar con el
FvW del paciente. El grado de aglutinacion es directamente proporcional a la actividad
de FvW en la muestra y se determina midiendo el descenso de la luz trasmitida causada
por los agregados.

Material: Kit HemosIL FvW: Rco contiene: reactivo latex (num. Cat 0020300910),
ristocetina (nim. Cat 00203000920), tampon (nim. Cat 00203000930), diluyente (nim.
Cat 00203000930). .(Instrumentation Laboratory. Werfen Company)

En la tabla 4 se exponen los rangos de normalidad obtenidos en el laboratorio del HCUVA
donde se han procesado las muestras.
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Tabla 4. Coagulacion especial. Rangos de normalidad obtenidos el sistema ACL TOP 700 en el laboratorio
de hematologia del HCUV A de Murcia.

Pruebas de coagulacion especial Rangos de normalidad

FVIII 50-150 U/dL

66,1-176,3%
Factor von Willebrand antigénico

Grupo O: 42-140,8%

Factor von Willebrand-cofactor 48,8-163,4%
Ristocetina

Grupo O: 40,3-125,9%

3.3.3. Funcion plaquetaria mediante PFA-100

Mediante el sistema PFA-100 (Siemens Healthcare Diagnos cs, Inc., Deer eld, IL)
(figura 18) se procesaron muestras anticoaguladas con citrato sodico y se determino el
tiempo de obturacion.

Se basa en la propiedad de las plaquetas de adherirse y agregarse ante situaciones de estrés
o ante la presencia de un agonista. Analiza la funcion plaquetaria en sangre completa con
reactivos que simulan la hemostasia primaria. Hay dos tipos de reactivos, uno que
contiene colageno mas ADP, y otro coldgeno mas epinefrina. Una vez en la cubeta, la
sangre completa citratada, se somete a un alto estrés a través de un capilar que finaliza en
una membrana revestida de coldgeno, en la cual hay una apertura microscopica de 147
pm, que se rellena con ADP o epinefrina. Un trombo rico en plaquetas rellena este
orificio, debido al estrés y los agonistas. El tiempo que necesitan las plaquetas para ocluir
este orificio se define como Tiempo de Obturacion (TO), que representa una medida de
la hemostasia global relacionada con las plaquetas. Ver figura 18.
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Figura 18 Sistema PFA-100.

Materiales necesarios: Solucion activadora Dade PFA (REF: B4170-50), Dade PFA
cartuchos de prueba de colageno/EPI (REF: B4170-20), Cartuchos de prueba de
colageno/ADP Dade PFA (REF: B4170-21) (Siemens Healthcare Diagnos cs, Inc.,
Deer eld, IL).

Procedimiento: Tras atemperar los cartuchos de los agonistas durante 15 minutos a 20°C,
se colocan los cartuchos en el soporte del sistema PFA y se presiona hasta que los
cartuchos de prueba se queden firmemente encajados. Se pipetean lentamente 800 puL de
sangre en la abertura mas pequefia (abertura de depdsito para muestras) del cartucho para
que entre en contacto la sangre con los agonistas y se inicia la medida del tiempo de
obturacion.

Enlatabla 5 se exponen los rangos de normalidad obtenidos en el laboratorio del HCUVA
donde se han procesado las muestras.

Tabla S. Funcion plaquetaria. Rangos de normalidad obtenidos con el sistema PFA-100 en el laboratorio
de hematologia del HCUV A de Murcia.

Pruebas Media Intervalo de referencia (5-95 percentil)
COL/EPI 110 segundos 85-155 segundos
COL/ADP 78 segundos 71-110 segundos

3.3.4. Multiplate, agregacion plaquetaria por impedancia
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Multiplate® Analyzer (Dynabyte medical. Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), es
un analizador para el diagnodstico de funcionalidad y otros aspectos de la plaqueta que
trabaja con una muestra de sangre total (ver figura 19).

La agregaciéon por impedancia se basa en el principio que las plaquetas no son
trombogénicas en sangre total, pero cuando son activadas exponen receptores que
permiten la adhesion a los electrodos precalibrados. Esta adhesion requiere una plena
activacion de la plaqueta y reproduce los diferentes estados de la activacion plaquetar.

Figura 19. A) Analizador Multiplate® (Dynabyte medical).B) Agregacion plaquetas a la superficie de los
electrodos, tras adicion del agonista.

Materiales necesarios:

e Muestra (300 pL) a 18-25°C.

e Agonistas: ADP (ADP), colageno (COL), epinefrina (EPI), ristocetina (RISTO),
acido araquidonico-TxAz (ASPI); péptido-6-PAR1-trombina (TRAP).

e Agua destilada.

e Tubo con anticoagulante hirudina.

e Solucion salina (NaCl) al 0,9% (300 pL) precalentada a 37°C.

e Sistema Multiplate, que consiste en un modulo analitico con 5 canales
independientes; cada uno de estos canales dispone de un sistema de agitacion
magnética y regulacion térmica autonomos. Cada una de las cubetas platicas
desechables presenta dos pares de electrodos precalibrados y preparados para la
medicion y un iman recubierto de tefléon que se agita al introducir la cubeta en la
zona de medicion.

Procedimiento:

1. Extraccion de muestra de sangre en tubo de hirudina de 3 ml (se prefiere en
hirudina aunque se acepta citrato-diluyente NaCl del fabricante).
2. Reconstitucion reactivos con 1 ml agua destilada y reposo 10 minutos.
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Se pueden guardar a 6° durante 7 dias en frigorifico o -20° durante 4 semanas en
congelador (NOTA: coldgeno no se pueden congelar).

3. Se aplica 300 pL de solucion salina en zona habilitada de la cubeta del multiplate,
se precalienta a 37°C.

4. Se aplica muestra de sangre total de 300 uL en el lugar correspondiente de la
cubeta del multiplate.

5. Periodo de incubaciéon 3 minutos.

6. Se conectan dos electrodos de platino a las cubetas del multiplate.

7. Se afiaden a continuacion los reactivos a estudio (20 microL todos lo reactivos,
excepto RISTO HIGH que son 50 microL y RISTO LOW que son 12 microL) a
las cubetas correspondientes.

8. Puesta en marcha del analizador (multiplate—control electrénico) durante 6
minutos. Visualizaremos las curvas de agregacion plaquetaria en tiempo real en
la pantalla del ordenador.

La adicion de un agonista estimula la agregacion de las plaquetas en la superficie de los
electrodos, lo que impide el flujo de la corriente eléctrica. El aumento en la resistencia al
flujo de electricidad o impedancia es proporcional a la agregacion.

En la tabla 6 se exponen los rangos de normalidad obtenidos en el laboratorio del HCUVA
donde se han procesado las muestras.

Tabla 6. Funcion plaquetaria. Rangos de normalidad obtenidos con el sistema Multiplate en el laboratorio
de hematologia del HCUVA de Murcia.

AGONISTAS ADP coL TRAP | ASPI | EPI | RISTO RISTO

HIGH LOW
ABC (area bajo la | 57-113 | 72-125 | 84-128 | 71-115 | 10- 98-180 0-20
curva) UA/m 44

El aumento de la impedancia por la union de las plaquetas al electrodo se transforma en
unidades arbitrarias de agregacion (UA), que se representa en la grafica en el eje de las
ordenadas frente al tiempo en el de las abscisas. Se calculan 3 parametros: la agregacion
maxima (punto maximo de la curva), la velocidad (pendiente de la curva) y el area bajo
la curva (ABC). Los 2 primeros pardmetros son usados preferentemente en investigacion,
mientras que el ABC se presenta como el parametro de mayor relevancia para el proposito
clinico. El ABC se afecta simultdneamente por la agregacion maxima y la velocidad, y
por ello expresa mas adecuadamente el funcionamiento general de la plaqueta (se expresa
en unidades de agregacion por minuto).
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Como se puede observar en la figura 20, se realizan 2 mediciones separadas, ya que cada
cubeta dispone de 1 par de electrodos. Estos pardmetros son calculados por el software
del sistema y representan los valores medios para los parametros determinados en cada
curva. Para cada par de curvas se determina el coeficiente de correlacion y la diferencia
de la media (para que sean fiables los resultados la diferencia de la media debe ser <20%
y el coeficiente de correlacion debe estar comprendido entre 0,9-1).
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cedeaaledacledaclodaalodaa
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A.J--L-J--L-J--L-J--L-J--
' ' ' | ' ' ' ! 1

' 1 1 | 1 ' ' |

Agregacion (AU)

Tiempo (min)

Figura 20. Representacion de la agregacion plaquetaria (en unidades arbitrarias, AU) en sangre entera
obtenida en el sistema multiplate. Se representa a la izquierda un ejemplo de las curvas tipo obtenidas

con los dos electrodos de cada cubeta (color rojo y azul) y a la derecha, el area bajo la curva (ABC).
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En la figura 21 se muestra trazados representativos obtenidos en el sistema Multiplate,

mediante el uso de diferentes agonistas.

r

COLAGENO

ADP

L T Tr Sy [y R

RISTOCETINA BAJAS DOSIS

RISTOCETINA A ALTAS DOSIS

r-A--r-A--r-A--r-°A--r-°--
1

EPINEFRINA

Figura 21 .Curvas de agregacion plaquetaria en sangre entera obtenidas con el sistema Multiplate:

respuestas tipo a los diferentes agonistas utilizados.
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3.3.5. Chronolog, agregémetro Optico/espectrofotometro con plasma rico en
plaquetas

En la agregometria Optica o turbidometria, la funciéon plaquetaria se mide mediante
cambios en la transmision de la luz debido a la formacion de agregados plaquetarios. Para
la medida de la agregacion en plasma rico en plaquetas mediante agregometria optica se
ha utilizado el sistema Chronolog® (Chrono-log Corporation, Havertown, USA)(figura
22).

Figura 22. Sistema de agregometria 6ptica CHRONO-LOG® Model 700.

En 1962, Born desarroll6 una técnica para estimar la cinética de la agregacion de las
plaquetas por medio de la turbidometria (medicion de turbidez o densidad oOptica). Este
método, se modificé hasta que se desarrolld un sistema automatizado que funciona a
37°C, en el que se deposita la muestra de plasma rico en plaquetas (PRP) en un tubo
siliconado, que se encuentra entre una fuente de luz y una foto-celda de medicion, que
calcula la densidad Optica o turbidez del PRP. Se basa en la medicion por
espectrofotometria del cambio turbidimétrico que se produce a medida que las plaquetas,
en agitacion constante, se agregan ante el estimulo de un agonista. Cuando a la muestra
de PRP, se le adiciona el agonista, las plaquetas se agregan en respuesta a éste y la muestra
se vuelve menos turbia, por lo cual aumenta la transmitancia (transmision de la luz) y la
sefial detectada por el espectrofotometro. A partir de este cambio gradual se obtiene la
curva de agregacion (76).

La preparacion del PRP requiere la separacion de las plaquetas del resto de las células de
la sangre por medio de centrifugaciones lentas; también se requiere la preparacion del
plasma pobre en plaquetas (PPP) por medio de centrifugaciones rapidas, para ajustar el
numero de plaquetas por tubo. La calibracion de la trasmision de la luz a través del PPP
(plasma claro) se ajusta al 100% y la transmision de luz a través del PRP (plasma turbio
u opaco) se ajusta a 0%.
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Materiales necesarios:

e Muestra de sangre en tubo de citrato al 3,13%.

e Obtencion de 225 pL PRP (plasma rico en plaquetas) y PPP (plasma pobre en
plaquetas) de la muestra sanguinea usando la centrifuga.

e Agonistas (25 pL) a diferentes concentraciones segun las recomendaciones de la
ISTH: epinefrina (5 puM), acido araquidonico (1 mM), trombina (10 puM),
ristocetina (1.2 mg/ml), ADP(2 uM) y colageno(2 pg/ml).

e Sistema Chronolog. Consta de cubetas y analizador de las curvas de agregacion
en ordenador.

Procedimiento:

1. Para preparar el PRP, se centrifuga la muestra sanguinea a 1.500xg durante 15
minutos a 21°C (t* ambiente). Segln las recomendaciones de la ISTH no se ajusta
con PPP el nimero de plaquetas en el PRP.

2. Tras la obtencion de PRP y PPP se dejan en reposo durante 15 minutos.

3. Seafiade PRP (225 uL) en la cubeta correspondiente del sistema Chronolog.

4. Programar en el sistema Chronolog el 0% de transmision de luz usando el PRP y
el 100% usando el PPP. Antes de anadir el agonista en la cubeta, debe realizarse
un trazado de la linea basal que dure al menos un minuto, asegurandonos asi la
estabilidad de la muestra.

5. Se agregan agonistas (25 pL) de induccién plaquetaria: epinefrina, ADP,
colageno, 4cido araquiddnico, trombina, ristocetina. El volumen de agonista no
debe superar el 10% del volumen de la muestra.

6. Monitorizacion de la agregacion durante al menos 6 minutos.

7. Laluzpasapor la cubeta y se captura por el detector o fotocelda en el lado opuesto.
Conforme las plaquetas se agregan, el PRP se aclara y se transmite mayor cantidad
de luz. La transmision de la luz se mide en tiempo real y se grafica el porcentaje
del aclaramiento de la muestra (figura 23). La transmision de la luz es
directamente proporcional a la agregacion plaquetaria (a mayor agregacion,
mayor transmision de la luz).

Figura 23. Ejemplo de registro de los cambios de la transmision de la luz en dos muestras de PRP, en la
superior en condiciones basales, sin agregar y en la inferior, cuando se produce la agregacion plaquetaria y
aumenta la trasmision de luz.
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En la figura 24 se presenta una curva tipica de agregacion plaquetaria, en la que podemos
distinguir las siguientes partes:

1. Incremento inicial de la transmision de la luz atribuible a dilucion del PRP por
el agonista que afade.

2. Discreta disminucion de la transmision conforme las plaquetas cambian de
forma.

3. Incremento agudo inicial de la transmision conforme las plaquetas se agregan
(agregacion primaria).

4. Meseta breve o disminucion de la agregacion.

5. Agregacion secundaria que se estimula por la secrecion de granulos
plaquetarios. La onda de agregacion puede ser unica o bifasica, dependiendo del
tipo de agonista y su concentracion. La onda tUnica se produce con agonistas
fuertes, como la trombina y la bifésica con agonistas débiles como el ADP.

Cnda

Primaria

Cambic da
I

S 1

= Adicion de Agonista

Figura 24. Evaluacion de la respuesta plaquetaria por agregometria optica: curva de agregacion plaquetaria.
3.3.6. Funcion plaquetaria mediante citometria de flujo

El estudio del estado de activacion de las plaquetas circulantes, agregados plaqueta-
leucocito, reactividad plaquetaria in vitro (respuesta a agonistas medida como agregacion
en sangre entera, activacion plaquetaria, agregados plaquetas-leucocitos, expresion factor
tisular y cambios en el calcio intracelular) se realizé en un citometro de flujo FACSCanto
IT (BD Biosciences) (figura 25) en muestras de sangre completa. Como marcador de
superficie plaquetario se usod la glicoproteina GPIIb/Illa (CD61), como marcador
leucocitario CD45 y como marcadores de activacion plaquetaria la P-selectina (CD62P)
y la GP53 (CD63). Tanto la P-selectina como el CD63 solo se expresan en plaquetas
activadas.
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Figura 25. Citometro de flujo FACSCanto II (BD Biosciences).

La citometria de flujo permite el estudio de la funcion plaquetaria en muestras de sangre
completa (en inglés denominado: “whole blood flow cytometry”), sin necesidad de
centrifugar la sangre para obtener las plaquetas. Asi la citometria de sangre completa, se
usa para la determinacion del estado de activacion de las plaquetas circulantes, mediante
el uso de anticuerpos especificos que se unan a marcadores de activacion plaquetaria,
como P-selectina (CD62P) o CD63. Ademas del estudio in vivo de la funcion plaquetaria,
podemos estudiar la reactividad de las plaquetas circulantes in vitro mediante la adicion
exdgena de agonistas plaquetarios a la muestra sanguinea. En este Gltimo caso, tenemos
un ensayo fisioldgico de la funcion plaquetaria en el que un agonista produce un cambio
en la expresion de un receptor (o de otro antigeno o ligando de unidn) de la superficie
plaquetaria, que es medido mediante el cambio en la unién a un anticuerpo monoclonal
especifico para ese receptor o ligando.

El principio basico de la citometria, consiste en hacer pasar particulas o células en una
suspension con flujo laminar por delante de una fuente de luz (laser). Posteriormente,
mediante los detectores se recoge el patron de dispersion de la luz que ha originado cada
una de las células con respecto a la luz emitida por los fluorocromos estimulados por la
fuente de luz. A pesar de que la luz se dispersa en todas las direcciones, los dos
componentes principales son: la dispersion frontal o “forward scatter” (FSC), que detecta
el tamafio celular y la dispersion lateral o “side scatter” (SSC), que detecta la complejidad
o granularidad celular, es perpendicular al haz de luz del l4ser. Ademas, cuando las células
han sido marcadas con un fluorocromo, para detectar una molécula celular, al ser
excitadas por la fuente de luz, estas retornan a su estado basal emitiendo fluorescencia,
luz de longitud de onda superior. Esta luz pasa a través de diversas lentes y se dirige hacia
una serie de filtros Opticos y detectores que reconocen determinadas longitudes de onda.
Varios sensores detectan las sefiales y transforman la intensidad luminica en una sefal
digital, que posteriormente es analizada por un ordenador. Los resultados se muestran en
forma de histograma o bien como grafico de puntos o “dotplot”. Para cada célula, se
analizan dos parametros de dispersion (SSC/FSC) y como minimo una fluorescencia.

Materiales necesarios:
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e Marcadores de citometria CDs: CD61PerCP (BD347408, Beckton Dickinson),
CD62P APC (MCA 796F, Serotec), CD63 FITC (BD557288), FT142 FITC (BD
550312), CD45 FITC (BD 345808).

e Fijadores: platelets solutions LTD (AggFixA y AggFixB (PSR-002/2B), PAMFix
(PSR-001)).

e Agonista TRAP-6 (Sigma, T1513)

e FACSflow buffer citometro.

e Agua destilada.

e Tubos de citrato al 3.2%

e FACS canto BD.

e MSA (Multi Sample Agitator, termobloque agitador). E1 MSA (figura 26) es un
sistema que combina el control de temperatura mediante un termobloque y el
control de agitacion (mediante pequefios imanes individuales en cada tubo). En €l
se realizan los protocolos de activacion y agregacion plaquetaria en sangre entera.
Las muestras son fijadas inmediatamente después de finalizar el tiempo
predeterminado en el protocolo y analizadas posteriormente en el citdmetro.

Figura 26. MSA (Multi Sample Agitator, University of Nottingham).

3.3.6.1. Medicion de la agregacion plaquetaria en sangre entera

La agregacion plaquetaria en respuesta a un agonista (ADP o TRAP) se ha medido
mediante citometria de flujo monitorizando el nimero de plaquetas en muestras de sangre
entera diluida. Para ello se ha seguido el método descrito por Fox et al. en 2009. Este
método permite el estudio de la agregacion en sangre entera con un volumen pequefio de
muestra del paciente (108).

Procedimiento

Se colocan alicuotas de sangre entera anticoagulada con citrato sodico en el termobloque
MSA a 37°C y 1000 rpm. Se afiade el agonista y tras 4 minutos se para la reaccion. La
agregacion se determina como la caida en el contaje de plaquetas en la muestra de sangre
comparado con una muestra de sangre que contiene EDTA. Asi, la agregacion se calcula
como un porcentaje de acuerdo a la siguiente férmula:
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100 x [contaje EDTA — contaje muestra]
[contaje EDTA]

% agregacion =

“contaje EDTA”: nlimero de eventos plaquetarios presentes en una muestra conteniendo EDTA;
“contaje muestra”: nimero de eventos plaquetarios en la muestra a estudiar.

Se detalla a continuacion los pasos a seguir:

1. Secolocan 20 pL de solucidon salina o agonista en el fondo de los tubos pequetios.
Sobre esos 20 uL se anaden 480 pL de sangre desde el tubo de extraccion (que
estd preincubado a 37°C durante 3 min). Los tubos con los agonistas deben
contener un iman para permitir la agitacion y precalentarse durante 2 minutos
antes de afiadir la sangre:

a. Tubo A: Basal......... 20 pl de salino + 480 pl sangre
b. Tubo B: Agonista...... 20 pul de Agonista (TRAP 10 uM, concentracion
final) + 480 pl sangre.

2. Dejamos los tubos 5 minutos a 37 °C y con agitacion (1000rpm).

3. Se afade a cada tubo 167 pl del fijador AggFix (A), se retiran de 37°C (del
termobloque) y se pasan a temperatura ambiente, se tapan y se mezclan bien,
invirtiendo el tubo 3 veces.

4. Se dejan reposar 20-30 min a temperatura ambiente.

5. Tomamos 50 pL de la muestra fijada con AggFixA y afiadimos a un tubo que
contiene 450 puL de AggFixB y mezclamos bien, invirtiendo el tubo 3 veces y
guardamos en el frigorifico (4°C) hasta su posterior analisis de las muestras en el
citometro. La solucion AggFix estd optimizada para que los agregados
plaquetarios y los agregados leucocito-plaqueta permanezcan estables por los
menos 9 dias.

6. Medimos la agregacion por citometria de flujo. Para ello, a 5 pL muestra fijada se
le anade 10 pL de la mezcla de marcadores-anticuerpos plaquetarios (CD61-
PerCP (1:8) e incubamos 25-30 minutos a 2-8°C. A continuacion afiadimos 0.5
mL de FACS flow y medimos en el citometro.

En la figura 27 se muestra el grafico de puntos obtenido y la estrategia de seleccion
seguida para la obtencion de la poblacion de plaquetas. Las plaquetas son marcadas con
CD61-PerCP y se representan los eventos obtenidos en side-scatter frente a fluorescencia.
R-3 son particulas, PLQ la poblacion de plaquetas y R-5 los agregados plaquetarios. Se
observa que los eventos en la zona de PLQ de la parte inferior del grafico disminuyen, lo
que significa que las plaquetas se han agregado (no pueden entrar en el tubo del citometro
las plaquetas agregadas). A mayor agregaciéon, menor nimero de plaquetas se detectan
por el citdmetro.
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Figura 27. En la parte superior se encuentra la sangre en condiciones basales y en la parte inferior tras la
activacion con agonista TRAP-6. En el recuadro denominado PLQ se pueden ver el nlimero de plaquetas.

3.3.6.2 Determinacion de la activacion plaquetaria

El grado de activacion plaquetaria en las muestras de sangre, se mide mediante citometria
de flujo, como la cantidad de expresion de factores de activacion plaquetaria P-selectina
y CD63 (ver figura 28).

Para ello se siguen los siguientes pasos:

1. Preparar 2 tubos:

a. Tubo A (Basal): 20 pL de solucién salina + 20 pL. EDTA (4mM,
concentracion final) + 460 pL sangre.

b. Tubo B (Agonista): 20 pL de Agonista TRAP (10 uM, concentracion
final) + 20 uL EDTA (4mM, concentracion final) + 460 ul sangre.

2. Dejar los tubos 5 minutos a 37 °C, sin agitacion.

3. Anadir a cada tubo 1 ml del fijador PAMFix invirtiendo el tubo 3 veces y guardar
en el frigorifico (4°C), hasta su posterior analisis en el citometro. Se tapan y se
mezclan bien, invirtiendo el tubo 3 veces.

4. Anadir 5 pL muestra fijada + marcadores-anticuerpos plaquetarios SpuL (CD61-
PerCP (1:8) y SuL CD62 P (dilucién 1:20) y/o 5 pL CD63 (1:5).

5. Incubar 25-30 minutos a 2-8°C.

6. Afadir 250 pl FACS Flow.
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7. Medir en el citometro.
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Figura 28. Seleccion de la poblacion de plaquetas (a la izquierda) mediante CD61-PerCP y CD62P — FITC
para medir (a la derecha) la expresion de P-selectina (intensidad media de fluorescencia, IMF). En panel
superior una muestra basal sin agonista y en el inferior una muestra estimulada con TRAP. Analizado con
el software Flowing.

3.3.6.3. Agregados plaqueta-leucocito

Cuando las plaquetas circulan activadas, expresan en su superficie P-selectina (CD62P),
que se une a su ligando en los leucocitos PSGL-1 (del inglés, P-selectin glycoprotein
ligand-1) (también conocido como CD162), formando agregados neutréfilo-plaqueta o
monocito-plaqueta. El PSGL-1 se expresa de forma constitutiva en los leucocitos. Estos
agregados son un marcador de activacion plaquetaria, mas sensible que la expresion de
P-selectina (109). La deteccion de agregados plaqueta-leucocito se realiza por citometria
de sangre completa, mediante el uso de la dispersion lateral de la luz (side scatter), de un
anticuerpo especifico leucocitario (monoclonal anti CD45) y de un anticuerpo plaquetario
(monoclonal anti CD61). Los resultados se expresan como el porcentaje de la poblacion
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total de leucocitos que son positivos para el marcador plaquetario (ver figura 29). No se
mide la cantidad de plaquetas o microparticulas plaquetarias unidas a cada leucocito.

Materiales

e Citometro FACSCanto II (BD Biosciences).

e Sangre completa anticoagulada con citrato sodico 3,2%.

e Anticuerpos monoclonales anti CD45 y anti CD61 (GPIIla).
e tampoOn de fijacion.

e Sistema calefactor con agitacion MSA.

Procedimiento:

Se colocan 20 pL de solucidn salina o agonista en el fondo de los tubos pequefios, donde
se va a realizar el experimento. Sobre esos 20 pL se afaden 480 pL de sangre desde el
tubo de extraccion que ha estado incubado a 37°C. Los tubos con los agonistas deben
contener un iman para permitir la agitacion y precalentarse durante 2 minutos antes de
afiadir la sangre.

Se detallan a continuacion los pasos a seguir:

1. Se colocan:
Tubo A: Basal......... 20 pl de salino + 480 pl sangre
Tubo B: Agonista....20 pl de Agonista TRAP (10 uM, concentracion final) +
480 pl sangre.

2. Dejar los tubos 5 minutos a 37 °C y con agitacion (1000rpm).

3. Afadir a cada tubo 167 pul del fijador AggFix, se retiran de 37°C del termobloque
(MSA) y se pasan a temperatura ambiente, se tapan y se mezcla bien, invirtiendo
el tubo 3 veces.

4. Se dejan reposar 20-30 min a temperatura ambiente.

5. Coger 50 pL de la muestra fijada con AggFix y afiadirla a un tubo que contenga
450 pL de AggStabiliser) y mezclar bien, invirtiendo el tubo 3 veces y guardar en
el frigorifico hasta que se pueden analizar las muestras en el citdmetro.

6. Citometria. 5 pL muestra fijada + 5 pL de anticuerpo plaquetario CD61 marcado
con PerCP (1:8) + 5 uL de anticuerpo leucocitario (CD45) marcado con FITC
(dilucion 1:10).

7.Incubar 25-30 minutos a 2-8°C. A continuacién afadir 2 mL de agua destilada y
centrifugar a 400 g durante 10 minutos a 15°C. Una vez realizada la centrifugacién
hay que decantar los tubos en un papel secante para eliminar el sobrenadante
(restos o lisis de globulos rojos).

8. Anadir 0.3 mL de FACS flow (buffer) y medir en el citdmetro.

9. Analizar. Tras seleccionar los leucocitos mediante el foward scatter, se enfrentan
una grafica de puntos leucocitos frente a plaquetas. El cuadrante representado en
la figura 12 como R2 representa las particulas positivas para CD45 (leucocitos
que ademas son positivas para CD61 (plaquetas). Se divide R2 por el nimero total

65



Material y Métodos

de leucocitos (todos los eventos CD45 positivos) para obtener el % de agregados
plaqueta-leucocito.

=H [IT)

FITC-A

12
Ul

PerCP-Cy5-5-4 omm

Figura 29. Analisis mediante citometria de flujo de las muestras de sangre entera para la determinacion de
los agregados plaqueta-leucocito. En la figura se representa fluorescencia del CD45 en PerCP-Cy5.5 frente
a fluorescencia del CD61 en FITC. En el cuadrante superior derecha (R2) se encuentran los eventos
positivos para ambas fluorescencias, que se consideran agregados plaqueta-leucocito.

3.3.6.4. Agregados plaqueta-Factor tisular

Los monocitos y neutrofilos forman agregados con las plaquetas activadas (agregados
plaqueta-leucocito), mediante la interaccion de la P-selectina plaquetaria con el receptor
PSGL-1 leucocitario. Las sefales intracelulares resultantes producen un aumento de
expresion del FT en los leucocitos, que también puede ser transferido a las plaquetas. El
aumento de FT es una medida de la actividad procoagulante de los agregados plaqueta-
leucocito (figura 30).

Procedimiento:

Colocamos 20 pL de solucion salina o agonista en el fondo de los tubos pequefios, donde
realizaremos los experimentos. Sobre esos 20 puL afiadimos 480 pL de sangre desde el
tubo de extraccion que ha estado incubado a 37°C. Los tubos con los agonistas deben
contener un iman para permitir la agitacion y precalentarse durante 2 minutos antes de
anadir la sangre. Se detallan a continuacion los pasos a seguir:

1. Se colocan:
a. Tubo A: Basal........ 20 pl de salino + 480 pl sangre
b. Tubo B: Agonista....20 pl de Agonista (TRAP 10 uM, concentracion
final) + 480 pl sangre.
2. Dejar los tubos 5 minutos a 37 °C y con agitacion (1000rpm).
3. Afadir a cada tubo 167 ul del fijador AggFix, se retiran de 37°C (del termobloque)
y se pasan a temperatura ambiente, se tapan y se mezcla bien, invirtiendo el tubo
3 veces.
4. Se dejan reposar 20-30 min a temperatura ambiente.
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5. Coger 50 pL de la muestra fijada con AggFix y afiadirla a un tubo que contenga
450 uL de AggStabiliser) y mezclar bien, invirtiendo el tubo 3 veces y guardar en
el frigorifico hasta que se pueden analizar las muestras en el citometro.

6.Medida mediante citometria de flujo. 5 uL muestra fijada + 5 pL de anticuerpo
plaquetario CD61 marcado con PerCP (1:8) + 5 uL de FT (anticuerpo CD142)
marcado con FITC (sin diluir, a una concentracion final de 100 microgr/ml).

7.Incubar 25-30 minutos a 2-8°C. A continuacién afiadir 2 mL de agua destilada y
centrifugar a 400 g durante 10 minutos a 15° C. Una vez realizada la
centrifugacion se decantan los tubos en un papel secante para eliminar el
sobrenadante (restos o lisis de globulos rojos).

8. Anadir 0.3 mL de FACS flow (buffer) y medir en el citometro. En la figura 30 se
muestra la poblacion seleccionada como doblemente positiva, tanto al FT, como
al marcador plaquetario.
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Figura 30. Analisis por citometria de sangre completa de las plaquetas positivas para FT en una muestra
sanguinea en condiciones basales (arriba) y tras activacion con el agonista TRAP (abajo) (concentracion
final 10 pM). Las plaquetas son identificadas mediante su unién al monoclonal especifico para CD61
conjugado con PerCP-Cy5-5 y el FT mediante el anticuerpo especifico para CD142 conjugado con FITC.
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3.3.7. Analisis de microparticulas procoagulantes mediante citometria de flujo

La fosfatidil-serina (PS) es un lipido cargado negativamente de la porcion interna de la
bicapa de fosfolipidos de la membrana plaquetaria. Se expone en la porcion externa de la
bicapa lipidica tras la activacion plaquetaria. La activacion plaquetaria también da lugar
a la formacion de microparticulas plaquetarias que contienen en su superficie PS. La PS
facilita la activacion, en la superficie plaquetaria o de las microparticulas plaquetarias, de
los complejos de la coagulacion tenasa y protrombinasa, al activar el factor X y la
protrombina.

La PS expuesta en las microparticulas plaquetarias se usa como una medida de la
actividad procoagulante de las microparticulas y se detecta por citometria de flujo
mediante la medida de la union de anexina V. Se consideran microparticulas plaquetarias
procoagulantes, aquellas microparticulas (menor de 1 pm) que unen un anticuerpo
monoclonal especifico plaquetario y ademds unen anexina V en presencia de Ca®’
extracelular.

La medicién de microparticulas se realizé en un citometro de flujo con caracteristicas
técnicas que permiten la deteccion de pequeiias particulas, el Gallios de Beckman Coulter
(figura 31). Las medidas se realizaron en el Laboratorio de Citometria de Flujo-Centro de
Citometria Coulter y Técnicas Afines del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina (Universidad de Valencia, Espafia). Su medida fue
realizada bajo la supervision del equipo técnico de este laboratorio.

Figura 31. Citometro de flujo Gallios (Beckman Coulter).

Materiales

e Citometro Gallios (Beckman Coulter).
e Soluciones (Buffers). Las soluciones utilizadas en este protocolo experimental
tienen que ser filtradas antes de su uso, con un filtro de 0,1 pm (Becton Dikinson).
v Solucion madre de CaCl, 0.1 mol/L: Disolver 1.47 g CaCl, en 100 ml agua
destilada (estéril). Almacenar a 2-8 °C
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v" Solucion madre de citrato sodio 3.2%: Disolver 1.6 g citrato en 50 ml agua
destilada (estéril). Almacenar a 2-8 °C

v PBS-Ca’* (2.5 mmol/L CaCly): Mezclar 39 ml PBS (1.4 mmol/L) and 1
ml CaCl, 0.1 mol/L. Ajustar pH= 7.4. Filtrar (0.1 um). Preparar el mismo
dia del experimento

v’ PBS-citrato (0.32%): Mezclar 9 ml PBS (1.4 mmol/l) y 1 ml citrato 3.2%.
Ajustar pH=7.4. Filtrar (0.1 pum). Preparar el mismo dia del experimento.

e Anticuerpos monoclonales: CD61PerCP (BD Biosciences 347408, San Diego,
CA, EEUU); CD62P-APC (MCA 796F, Serotec), CD144-PE (BD561714);
Anexina V-FITC (BD550474).

e Filtros 0,1 um (Becton Dikinson).

e (BD Trucount Tubes - BD Biosciences)

e Megamix-Plus FSC (BioCytex). Megamix-Plus FSC contiene una mezcla de
perlas fluorescentes de diametros variados (0,1/0,3/0,5/0,9 um) seleccionados
para cubrir el rango teorico de las MP (0,1 a 1 um). Esta ajustado para citometros
de flujo optimizados con FSC de alta sensibilidad (por ejemplo Beckman Coulter
Gallios® o Navios®). La adquisicion de perlas de acuerdo con el procedimiento
detallado en el manual del fabricante permite establecer en el citdmetro la region
donde se situan las MP (al poder ajustar el umbral FSC) y obtener conteos de MP
reproducibles.

Procedimiento

Para limitar el ruido de fondo, se us6 fluido filtrado con filtros de 0,22 pm. Se estandarizé
el protocolo de adquisicion de las MP mediante el uso de perlas fluorescentes de tamafios
variados en un rango de 0,1 a 1 um (Megamix-Plus FSC). Para seleccionar la poblacion
de MP, se hizo representd6 Tamafio (FSC) frente a complejidad (SSC) en una escala
logaritmica. Se usaron controles con una sola fluorescencia para realizar la compensacion
de las fluorescencias y obtener la region positiva. MP procoagulantes se definen como
fosfatidilserina positivas (PS+), a las que llamamos anexina positivas. MP plaquetarias
procoagulantes son doblemente positivas, para anexina 'y CD61 o para anexina y CD62P.
MP endoteliales procoagulantes son doblemente positivas para anexina y CD144. A cada
muestra se aflade una solucion de particulas fluorescentes a una concentracion establecida
(trucount, Becton Dikinson) para expresar el contaje de MP como un valor absoluto por
microL de plasma. Para el céalculo de las MP se usa la siguiente formula:
Microparticulas/ul= (n° eventos microparticulas / n® eventos trucount beads) * (n° total de
Trucount/ ul de muestra). (ver figura 32)
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Figura 32. Analisis por citometria de PRP en una muestra sanguinea. Las MPs son Anexina+ y miden

entre 0,1 a 1 um. Las de origen plaquetario con expresion de p-selectina son CD41+ y CD62+.

Se detallan a continuacion los pasos a seguir:

1)

2)
3)

Dejar reposar el tubo de sangre recién extraida durante 30 min a 37°C.
Transcurrido el tiempo mezclar el tubo invirtiéndolo 3 veces.

Centrifugar las muestras a 20min/ 3000 rpm (1560 g)/ 20 °C). No usar freno.
Recolectamos el plasma en alicuotas de 250 pl y se almacenar a -80 °C, tras
realizar una congelacion rapida con nitrogeno liquido.
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4) Lavado y concentracion MP plasmaticas:

o Descongelar la muestra durante 1 hora a 4°C (en una cubeta de hielo).

o Agitar en vortex.

o Centrifugar 30 min/13000 rpm (18890g)/20°C. No usar freno. Verificar que
haya un pequefio pellet en el fondo después de la centrifugacion.

o Preparar las siguientes soluciones: 2.5 mmol/L CaCl; in PBS y citrato 0.32
% en PBS.

o Cuidadosamente extraer 225 puL del sobrenadante (2x100 pL y 1x25 pL),
dejando 25 pL. Afiadir 225 pLL PBS-citrato al pellet y agitar usando un vortex
vigorosamente (2 x10 sec). Visualizar si el pellet esta disuelto.

o  Centrifugar por 30 min/13000 rpm/20 °C.

o Cuidadosamente extraer 225 pL del sobrenadante (2x100 pl y 1x25
uL) del sobrenadante. Afiadir 50 pul PBS-citrato al pellet y agitar
en el vortex vigorosamente (2 x 10 sec). Visualizar si el pellet esta
disuelto.

5) Distribuir las muestras en los tubos de citometria. Para la medida en el citometro
se utilizaron los siguientes tubos:

1. Blanco. Un tubo con PBS-Ca?" (0,1 um) para comprobar que el PBS no tiene
particulas: 500 pL.

2. Control negativo: 5 uL MP +5 pLL Anexina-FITC+ 40 pL PBS-citrato. La anexina
no se une a las MP en ausencia de Ca®". Este tubo nos sirve para comprobar que
el PBS no contiene Ca*" y que no hay uniones inespecificas. Veremos MP pero
sin fluorescencia.

3. Control positivo: 5 uL MP +5 pL Anexina-FITC+ 40 pL PBS-Ca**. El Ca?" del
PBS permite la union de la anexina V a la fosfatidilserina de la superficie de las
MP.

4. Autofluorescencia: 5 uL MP + PBS-Ca®" 45 pL

5. Para compensar fluorescencia CD61-PerCP:

MP 5 uL +CD61-PercCP + 5 pL Anexina-FITC+ 35 uL PBS-Ca*".

6. Para compensar fluorescencia CD62-APC:

MP 5 uL +CD62P-APC + 5 pL Anexina-FITC+ 35 pL PBS-Ca*"

7. Para compensar fluorescencia CD144-PE:

MP 5 uL +CD144-PE + 5 pL Anexina V-FITC+ 35 uL PBS-Ca**

8. Ademas se realizaron los tubos de FMO (fluorescencia minus one), combinado
parejas de dos fluorocromos: PerPC-APC; PerPC-PE; APC-PE.

9. Muestras a medir: un tubo por muestra

MP 5 puL + 5 pL. CD41-PercCP + 5 uL CD62P-APC+ 5 uL CD144-PE
5 uL Anexina-FITC+ 25 uL PBS-Ca**

Todos los tubos se incuban 15 min en la oscuridad y a temperatura ambiente.
El volumen final de los tubos es 500 uL, ya que tras los 15 min y sin centrifugar las
muestras, se afilade 450 pL de trucount (BD Trucount Tubes - BD Biosciences) disuelto
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en PBS-citrato para el tubo 3 y PBS-Ca*" para el resto de los tubos. Tras afadir el
troucont, se agita en vortex y se lleva al citometro para su medida.
1.1. Centrifugar los anticuerpos monoclonales excepto la annexin V durante 5 min a
13000 rpm. Pipetear los anticuerpos monoclonales en un tubo limpio, dejar 15 pl
sin pipetear.

3.3.8. Analisis del calcio citosdlico en plaquetas mediante citometria de flujo

Para determinar los cambios en la concentracion de Ca®* citosélico empleamos la sonda
fluorescente Fluo-3. Las plaquetas se cargan con la sonda y se marcan con anticuerpos
fluorescentes especificos de CD61 plaquetario. Posteriormente, tras medir la intensidad
de fluorescencia basal, se estimulan con un agonista y se mide el aumento del Ca**
citosolico (figura 33).

Material

e Sangre entera anti-coagulada con citrato 3,13% (en tubo de citrato) y estabilizada
durante 30 min a 37°C.

e Sonda fluorescente Fluo-4-AM (Invitrogen; F14201; Eugene, OR, EEUU): stock
500 uM en DMSO.

e Anti-C

e D61-PerCP (BD Biosciences 347408, San Diego, CA, EEUU).

e Tampon TYRODE (cloruro de calcio 0,2 g/L, cloruro de magnesio 0,1 g/L,
cloruro de potasio 0,2 g/L, cloruro de sodio 8,0 g/L, fosfato s6dico monobdasico
0,05 g/L y D-Glucosa 1,0 g/L); (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU; T2145).

e Agonista TRAP (stock 500 uM); (Sigma-Aldrich).

e Agonista ADP (stock 500 uM); ( Sigma-Aldrich).

e A23187 (stock 10 mM); (Sigma-Aldrich). Propiedades de iondforo, ya que
aumenta considerablemente la capacidad de los iones divalentes para cruzar las
membranas biologicas y forma especificamente complejos 2:1 estables con
cationes divalentes, haciendo que estos iones sean solubles en disolventes
organicos ordinarios. Es altamente selectivo para Ca’**, por lo que se utiliza
comunmente para aumentar los niveles intracelulares de Ca*".

e GPAP (Gly-Pro-Arg-Pro); (stock 25 mM): inhibidor de la coagulacion, inhibe la
polimerizacién de la fibrina.

e Tubos de citometro.

e Citometro de flujo BD FACSCanto.

Procedimiento

Para la determinacion de la liberacion intracelular de Ca®*, la sangre entera estabilizada
se diluyo previamente 1:10 en tampon salino Tyrode y se marcéd con anti-CD61 humano
conjugado con PerCP y con la sonda sensible a calcio Fluo-4-AM (1 uM) durante 15
minutos a temperatura ambiente. Antes del analisis por citometria de flujo, se diluyeron
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alicuotas de cada suspension de sangre 1:50 en tampon salino Tyrode hasta 1 ml y se
preincubaron con 100 puM de péptido sintético Gly-Pro-Arg-Pro para inhibir la
polimerizacioén de fibrina. Tras el ajuste de la fluorescencia basal, se estimularon las
muestras con los agonistas TRAP-6 o ADP (10 uM) y se analizaron durante 5 minutos
utilizando un citometro de flujo. El ion6foro A23187 se utilizdé como control positivo para
la movilizacion de Ca?*. Posteriormente, los valores medios de intensidad de
fluorescencia se analizaron con el software de analisis de citometria de flujo Kaluza
(Beckman Coulter).

Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Marcar 150 pl de sangre entera, estabilizada 30 min a 37°C y anticoagulada con
citrato (diluida 1:10 en tampon TYRODE) con 7 pl de anti-CD61-PerCP.
2. Incubar 15 min a R/T y oscuridad.
3. Preparar 4 tubos por paciente (Tubo 1-Control basal; Tubo 2-TRAP, Tubo 3-
ADP, Tubo 4- A23187) afiadiendo a cada tubo:
o 974 pl de tamp6n TYRODE + 2 pl Fluo-4-AM (Cf=1 uM) + 20 pl sangre
marcada.
o Anadir 4 pl de GPAP a todos los tubos (Cf= 100 uM).
4. Incubar 15 min a R/T y oscuridad.
Introducir el tubo en el citdémetro y comenzar a adquirir eventos.
6. A los 15 segundos detener la adquisicion (PAUSE), extraer el tubo y anadir el

i

agonista correspondiente:
o Nada: ajustar las fluorescencias y la linea basal (tubo 1).
o 20 ul TRAP (Cf=10 uM) (tubo 2).
o 20 ul ADP (Cf= 10 uM) (tubo 3).
o 5 ul A23187 a partir de una dilucion 1:10 del stock (Cf=5 uM) (tubo 4).
7. Volver a adquirir lo mas rapidamente posible en el citdmetro y pasar muestra hasta
que finalice el tiempo programado (aproximadamente 300 segundos).
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Figura 33. Anélisis de la liberacion de Ca*" citosolico en plaquetas mediante citometria de flujo. A)
Seleccion de la poblacion de plaquetas (region A) y eritrocitos (region B) mediante tamafio (FSC) y
complejidad (SSC). B) Expresion del marcador glicoforina-A en la poblacion de eritrocitos. C) Expresion
del marcador CD61 en la poblacion de plaquetas. D) Nivel basal de Ca?" citosoélico en la poblacion de
plaquetas CD61" obtenido tras marcaje con la sonda sensible a calcio Fluo-3AM. E) Liberacion de Ca?*
citosélico en las plaquetas CD61" tras adicién del in6foro A23187 (control positivo) F) Liberacion de Ca®
citosolico en las plaquetas CD61* tras adicion del agonista TRAP.

74



Material y Métodos

3.4 Metodologia estadistica

El calculo del tamafio muestral fue realizado por el Servicio de Estadistica del Hospital
Virgen de la Arrixaca. Se realiz6 una busqueda bibliografica de la cual se obtuvo el valor
de la desviacion estandar de la variable principal (porcentaje de plaquetas que expresan
P-selectina). Teniendo en cuenta nuestra poblacion de pacientes, una desviacion tipica de
esta variable para este grupo de pacientes de 4,5, un riesgo alfa de 0,05, una potencia
estadistica del 80% y una precision de 4,5%, se necesitan 12 pacientes. Considerando un
10% de pérdidas se precisan 14 pacientes para considerar estos datos significativamente
estadisticos.

El analisis estadistico se realizd con el software informatico SPSS 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, EEUU).

Las variables cualitativas se presentan en forma de tabla incluyendo las frecuencias
relativas y absolutas, tanto para el grupo de pacientes como el grupo control. Las variables
cuantitativas se describen mediante la media, mediana, rango intercuartilico, la
desviacion tipica, el intervalo de confianza al 95% y los valores minimo y maximo.

En primer lugar se han valorado los datos para la aplicacion de los diferentes analisis
estadisticos. Para comparar las variables cuantitativas (continuas) se ha utilizado la
prueba de la t de Student en caso de normalidad. Este procedimiento compara las medias
de los grupos de estudio. Al hacer la comparacion de medias se ha tenido en cuenta
previamente la distribucion normal de ambos grupos mediante el test de Ko/mogorov-
Smirnov (considerandose no significativa para la hipotesis nula de distribucion normal en
el caso de variables con comportamiento normal) y la presencia o no de igualdad de las
varianzas en cada grupo comparado mediante el test de hipotesis para la igualdad de las
varianzas (test de Levene) en caso de valores no relacionados. En caso la no distribucion
normal de las variables se ha utilizado la transformacién logaritmica y la prueba de U de
Mann-Whitney en caso de muestras no relacionadas o la prueba de Wilcoxon para
muestras relacionadas.

Para estudiar la correlacion entre las variables diagndsticas se ha utilizado el test de
correlacion de Pearson.

Las variables cualitativas se han analizado mediante test de homogeneidad basado en la
distribucion Chi-cuadrado de Pearson o mediante tests exactos de Fisher.

El andlisis estadistico del Ca®'citosolico se analizd mediante un analisis de varianza
unidireccional seguido por comparaciones multiples de Tukey-Kramer.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado ha sido a < 0,05.
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RESULTADOS

requisitos marcados.

4.1. Descripcion de la poblacion a estudio

Resultados

Se incluyeron en el estudio 16 pacientes con HA grave que cumplian los criterios de

La mediana de edad de los pacientes fue de 24,5 afios (rango: 9-39 afos) y su peso de
60,0+£24,6 Kg (tabla 7).

La edad del primer sangrado no presentd una distribucion normal, once de ellos (68,75%)
tuvieron su primer sangrado en el primer afo de vida, un paciente (6,25%) en el
nacimiento y los otros cuatro (25%) entre el afio y los 3 afios de edad. Ninguno de los 16
pacientes tuvo su primer sangrado mas tarde del tercer afio de edad (figura 34).

La cantidad de FVIII administrado fue de 6778+ 3264 unidades semanales durante el
tiempo que dur6 el estudio.

Tabla 7. Caracteristicas de la poblacion estudiada

Edad, peso, primera hemorragia, y articulaciones diana

Edad (afios)
Mediana (rango)

Peso (Kilogramos)
Media + DS

Edad 1° hemorragia (afios)

Mediana (rango intercuartilico)

Articulacién diana (n° casos (%))
No

1 articulacion

2 articulaciones

> 3 articulaciones
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24,5 (9-39)

60,0 + 24,6

1(1,00-1,75)

3 (18,7 %)
4(25,0%)
6 (37,5%
3 (18,8%)
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Figura 34. Edad del primer sangrado.
4.1.1. Clinica hemorragica

Las primeras manifestaciones hemorragicas de estos pacientes ocurrieron con menos de
un aflo de edad en 12 de ellos (75%) (figura 34).

El primer sangrado fue (por orden de frecuencia): hematomas (6 pacientes (37,5%)),
hemartros (5 pacientes (31,25%)), hemorragia cerebral (3 pacientes (18,75%)),
gingivorragias (2 pacientes (12,5%)) (figura 35). Las tres hemorragias cerebrales
ocurrieron: tras el parto en un paciente (6,25%) y en el postparto inmediato en los otros
dos (12,5%).

En el estudio del Chi-cuadrado no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en la incidencia del primer sangrado (p=0,086) entre estos grupos (figura
36).

HEMATOMA

HEMARTROS

HEMORRAGIA CEREBRAL

GINGIVORRAGIA

Figura 35. Forma de debut del primer sangrado.
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En la figura 36 se observa como la mayor parte de las primeras manifestaciones
hemorragicas de estos pacientes ocurrieron con menos de 1 afio de edad, siendo la
mayoritaria en forma de hematomas. A partir del afio de edad la primera manifestacion
en frecuencia corresponde a los hemartros.

HEMATOMA
HEMARTROS
HEMORRAGIA
CEREBRAL
GINGIVORRAGIA

3

N° pacientes

1 H
0 l
Al nacer < 1 afio 1-3 afios

Figura 36. Edad y tipo de primer sangrado.
4.1.2. Estado mutacional

La mutacion genética mas frecuente fue la inversion del intron 22, que se detect6 en 9
pacientes (56,25%). La inversion del intron 1 se detectd en un paciente, mutaciones de
tipo missense en dos pacientes (uno con afectacion del exon 23 del gen F8
(p.Pro2153Leu), la afectacion del exon 7 (p.Phe276Leu)) en otro y finalmente una
mutacion nonsense en el exén 18 (p.Argl966X) en otro paciente. En los tres pacientes
(18,75%) restantes no se habia realizado el estudio por diferentes motivos (tabla 9, figura
37).

BINo realizado

Minversion del intrén 22

[JInversién del intrén 1

M Nonsense del exén 18 (p.Argl966X)
[IMissense del exén 23 (p.Pro2153Leu)
P Missense del exén 7 (p.Phe276Leu)

Figura 37. Tipo de mutaciones. Se observa que mas de la mitad son inversion del intron 22.
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De todas las mutaciones detectadas el 93,75% eran heredadas (segun el estudio genético
e historia familiar). Uno de los pacientes en los que no se realizé el estudio genético
tampoco tenia historia familiar, por lo que podria tratarse de una mutacién de novo o
mosaicismo germinal (ver figura 38).

Ws1
@No

Figura 38. Tipos de mutaciones: heredadas/no heredadas.

Se analiz¢ la relacion entre el tipo de primer sangrado y el tipo de mutacion, obteniéndose
una Chi-cuadrado de Pearson de 0,256. Se observa que los pacientes con inversion del
intron 22 presentan sangrados mas relevantes (ver figura 39).

No realizado
Inversion del intron 22
Inversion del intnon 1

MNonsense del exon 18
(p.ATE1966X)
Missense del exdn 23 (p.

37 :lemchu}
Missense del exdn 7 (p.
M pic2761eu)
| i_‘ I l
U—

HEMATOMA HLM."a.R'l ROS Hh\'!DHJLﬂ.I.'_rldh GIN CerDRJLACr] AR

N pacicnles
(%]
1

Figura 39. Tipo de mutacion y tipo de primer sangrado.
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La relacion entre la edad del primer sangrado y el tipo de mutacion fue analizada,
obteniéndose una Chi-cuadrado de Pearson de 0,597. Los pacientes con mutaciones del
tipo missense presentan sangrado mas allé del primer afio de vida (ver figura 40).

No realizado

Inversidn del intron 22

Inversion del intron 1

67 Nonsense del exon 18
(p.ArE1966X)

:IMisscnsc del exdém 23 (p.
Pro2153Leu)

Missense del exdén 7 (p.
.PthTﬁLcu.}

N” pacienles

i Nl i

|
AL NACER =1 ANO 1-3 ANOS

Figura 40. Tipo de mutacion y edad del primer sangrado
4.1.3. Serologia para hepatitis B, hepatitis C y VIH

En el estudio seroldgico para hepatitis y VIH encontramos que cinco pacientes (31,25%)
fueron positivos para el VHC, tres de los cuales (18,75%) también presentaron serologia
positiva para el VIH. No se detectd ningun paciente afecto de VHB (ver figura 41 y tabla
8).

Bvisi EvHC sf
W VIH NO [@vHC NO

Figura 41. Pacientes con HA, afectos de VIH y VHC.
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Tabla 8. Estado seroldgico de los pacientes y tratamiento cronico

Estado serologico de los pacientes

Serologia VHB (n° casos (%))
Positiva
Negativa

Serologia VHC (n° casos (%))
Positiva
Negativa

Serologia VIH (n° casos (%))
Positiva
Negativa

Tratamiento cronico (n° casos (%))
No
Antiretroviral
Antiepilépticos y antipsicoticos

4.1.4. Afectacion articular

0 (0%)
16 (100%)

5 (31,25%)
11 (68,75%)

3 (18,75%)
13 (81,25%)

11 (68,75%)
3 (18,75%)
2 (12,5%)

Tres (18,75%) pacientes no presentaban articulacion diana, cuatro (25%) presentaban 1
articulacion diana, seis (37,5%) presentaban 2 articulaciones diana y tres (18,75%)
presentaban > 3 articulaciones diana. Un paciente de 35 afios tenia protesis de rodilla

secundario a artropatia hemofilica (ver figura 42 y tabla 7).

3 ARTICULACIONES O MAS

2 ARTICULACIONES

1 ARTICULACION

Figura 42. Articulaciones diana.

Al analisis de la relacion entre el numero de articulaciones diana y el tipo de mutacion,
se obtuvo una Chi-cuadrado de Pearson de 0,487. Se observa una distribucion homogénea
de los tipos de mutacion respecto a las diferentes mutaciones detectadas (ver figura 43).
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Mo realizado
Inversidn del intron 22
Inversion del intron 1
Nonsense del exdn 18

2 (p.Arz1966X)
:IMisscnsc del exdn 23 (p.
Pro2153Leu)
Missense del exdn 7 (p.
.Phcz?ﬁu.u}
1—
o 1
Z
o

Figura 43. Tipo de mutacion y nimero de articulaciones diana.
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4.1.5 Profilaxis

En la tabla 9 se muestra el consumo de factor VIII, el tipo de tratamiento profilactico y
las mutaciones, asi como la historia de inhibidores.

Tabla 9. Consumo de FVIII, mutaciones e inhibidores.

Consumo de FVIII, mutaciones e inhibidores

Consumo semanal actual de FVIII (UI)
Media + DS 6778 + 3264
Régimen semanal de profilaxis (n° casos (%))
3 veces a la semana 9 (56,25%)

Cada 48 horas 6 (37,50%)

2 veces a la semana 1 (6,25%)

Mutacion (n° casos (%))
Inversion intron 22 9 (56,25%)
Otras 4 (25,00%)
No realizado 3 (18,75%)

Historia de inhibidor (n° casos (%))
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No 11 (68,75%)
Baja respuesta 3 (18,75%)
Alta respuesta 2 (12,50%)

En cuanto a la profilaxis, es dificil etiquetar en grupos a estos pacientes, puesto que se
trata de un grupo con dos claras poblaciones de sujetos, un grupo de 11 jovenes (68,75%)
en tratamiento de profilaxis 1* sin discontinuacion y otro grupo de 5 pacientes (31,25%)
con edad > 33 afos, que recibid tratamiento segin las recomendaciones establecidas en
ese momento, es decir, iniciaron profilaxis 1* en la infancia hasta los 18 afios,
posteriormente tratamiento a demanda (momento en el que muchos de ellos desarrollaron
articulaciones diana) y finalmente profilaxis nuevamente.

Segun esto, podriamos decir que 11 pacientes (68,8%) reciben profilaxis primaria y 5
pacientes (31,3%) reciben profilaxis terciaria (figura 44).

En un paciente del grupo de profilaxis terciaria, procedente de otra comunidad, se
comenzo profilaxis a los 19 afios, previamente s6lo habia recibido tratamiento a demanda.
Dos pacientes del grupo de profilaxis primaria continua, no presentaron adherencia al
tratamiento durante la adolescencia.

El grupo de edad menor presentaba al inicio del tratamiento profilactico primario una
mediana de edad de 1 afo, con un rango entre 1-3 afos. El grupo de edad superior
presentaba al inicio de la profilaxis terciaria una mediana de 28 afios, con un rango entre
19-35 afios.

%

Figura 44. Tipo de régimen de profilaxis.

Elrégimen de profilaxis que recibian fue: 9 pacientes (56,25%) con concentrado de factor
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VIII 3 veces/semana, 6 pacientes (37,5%) cada 48h y un paciente (6,25%) 2 veces/semana
(tabla 8 y figura 45).

%

3 VECES/S C/48H 2 VECES/S

Figura 45. Régimen de profilaxis semanal

Respecto a la relacion entre el tipo de régimen semanal de tratamiento profilactico y el
numero de articulaciones diana, fue analizada obteniéndose una Chi-cuadrado de Pearson
de 0,291. Se observa que los pacientes que tienen mas articulaciones diana reciben un
régimen de tratamiento profilactico mas intenso en el momento de este estudio (tabla 46).

NO
1 ARTICULACION

2 ARTICULACIONES
3 ARTICULACIONES
0 MAS

N pacientes

1-]

3 VECES/S 2 VECES/S C/48H

Figura 46. Régimen de profilaxis semanal y nimero de articulaciones diana.
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4.1.6 Inhibidor

En cuanto a la historia de inhibidor, once (68,75%) pacientes nunca habian presentado
inhibidor, 5 pacientes (31,25%) habian presentado en algin momento de su vida
inhibidor: 2 (12,5%) de ellos de alta respuesta y 3 (18,75%) de baja respuesta (tabla 9 y
figura 47). En cuatro de estos cinco pacientes el inhibidor aparecié antes de los tres afios
y en el quinto paciente aparecio a los 12 afios de edad y se borré espontaneamente. Los
dos pacientes con inhibidor de alta respuesta tardaron de 2-3 afios en borrarlo y precisaron
terapia inmunosupresora para ello. En ningun paciente se detectd inhibidor en el altimo
afio previo al estudio.

Y

BAJA ALTA
RESPUESTA RESPUESTA

Figura 47. Historia de inhibidor de los pacientes.

La relacion entre el tipo de régimen semanal de tratamiento profilactico y la historia de
inhibidor de estos pacientes, fue analizada obteniéndose una Chi-cuadrado de Pearson de
0,386. Se observa que los pacientes que presentaron inhibidor de alta respuesta llevan un
régimen de profilaxis mas intenso (cada 48 horas) (figura 48).
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NO
BAJA RESPUESTA
ALTA RESPUESTA

N pacientes

3 VECES/S

Figura 48. Régimen de profilaxis semanal e historia de inhibidor. Los pacientes con inhibidor precisaron
una profilaxis mas intensa.

La relacion entre el tipo de mutacion y el desarrollo de inhibidor fue analizada,
obteniéndose una Chi-cuadrado de Pearson de 0,689 (figura 49). Los pacientes que
presentaron un inhibidor de alta respuesta presentaban una inversion del intrén 22, sin
embargo, esta mutacion es la mas frecuente en estos pacientes (como exponemos en el
apartado 1.3).
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No realizado

Inversion del itrom 22
Inversion del mtrom 1
Nonsense del exon 18 (p.
Argl966X)

Missense del exon 23
(pPro2153Lew)

Missense del exon 7

4 (pPhe276Leu)

N pacicntes
(=]
1

| 1
BAJA RESPUESTA  ALTA RESPUESTA

Figura 49. Tipo de mutacion y desarrollo de inhibidor. Los pacientes con inversion del intron 22
presentaron un inhibidor de alta respuesta.

Se analiz6 la relacion entre el tipo de mutacion y el régimen de profilaxis semanal,
obteniéndose una Chi-cuadrado de Pearson de 0,038 (figura 50). Los pacientes que
estaban en régimen de tratamiento profilactico mas intenso (cada 48 horas) presentaban
inversion del intron 22 y en el resto de estos pacientes no se habia estudiado la mutacion.

No realizado

Inversion del intron 22
Inversion del intron 1
Nonsense del exon 18 (p.
4 Ar_gl?ﬁﬁ)(]

Missense del exon 23
(pPro2153Leu)

Missense del exon 7
(pPhe276Leu)

N pacientes

| |
3 VECES/S 2 VECES/S C/48H

Figura 50. Tipo de mutacion y régimen de profilaxis semanal.
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4.1.7. Otras patologias

Mas de la mitad de los pacientes (10 pacientes (62,5%)) no presentaban una patologia
cronica diferente a su HA grave; el resto presentaban: 3 pacientes VIH en tratamiento con
Atripla® (triple terapia antirretroviral) con buenos controles analiticos y diferentes
estadios de la enfermedad (estadio A1, estadio B3 y en el tercero no disponemos de este
dato), 1 paciente con autismo, 1 paciente con epilepsia (ambos en tratamiento con
Risperdal®, Abifily® y/o Depakine®) y otro presentaba asma con tratamiento ocasional
con antihistaminicos (figura 51 y tabla 8 ).

mNO
M ANTIRRETROVIRAL

DNEUROLEPTICOS Y
ANTIPSICOTICOS

Figura 51. Tratamiento cronico.

Los pacientes VHC positivos habian sido todos tratados hace afos con interferon;
actualmente ninguno llevaba tratamiento por diferentes motivos: copias indetectables de
ARN (en dos pacientes), mala tolerancia al firmaco y no presentar fibrosis hepatica > 2
(en dos pacientes, uno presentaba fibrosis grado 1 en la biopsia hepatica y el otro no
presentaba fibrosis hepatica), en otro paciente desconocemos el motivo.

Dos de los 16 pacientes eran fumadores. Un solo paciente de 9 afios con retraso mental
era portador de porth-a-Cath.

En cuanto a los controles, disponiamos de 15 controles de edades comprendidas entre los
26 y 48 afios con una mediana de 36 afios. Tres eran fumadores.
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4.2. Variables analiticas estudiadas
4.2.1. Datos del hemograma

Los datos obtenidos en el estudio del hemograma, tanto de pacientes como del grupo
control, y la comparacion entre ellos se muestran en la tabla 10 y figuras 52, y 53.

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo de pacientes
(tanto antes como después de la administracion de factor). En el grupo de pacientes si
encontramos diferencias estadisticamente significativa en el volumen plaquetario medio
(VPM) y el n° de linfocitos antes y después del tratamiento. El VPM basal fue de
9,02+1,52 y tras el tratamiento de 8,77+1,59 fL (p=0,031). El n°® de leucocitos totales
basales fue mayor antes (6,06£1,1x10°/uL) que después del tratamiento (5,77+1,03
x10°/uL) (p=0,009); del mismo modo, el n° de linfocitos previos (2,24+0,48 x10°/uL)
fueron mayores que los posteriores al tratamiento (2,05+0,36 x10°/uL) (p=0,005).

Tabla 10. Hemograma en pacientes con HA (antes y después del tratamiento con FVIII) y en controles.

HEMOGRAMA HA BASAL HA FVIII CONTROL

Hematies(x10%/uL) 5,13+0,49 5,07+0,45 0,175 5,29+0,27 0,288 0,112
Hemoglobina (g/dL) 14,98+2,01 14,83+2,01 0,178 15,94-+0,67 0,086 0,050
Hematocrito (%) 44,23+5,37 43,64+5,43 0,137 46,65+2,19 0,113 0,054
VCM (fL) 85,93+5,87 85,72+6,03 0,079 88,23+2,93 0,178 0,152
HCM (pg/célula) 29,08+2,5 29,14+2,5 0,734 30,18+1,2 0,132 0,157
CHCM (g/dL) 33,82+1,04 33,97£1,26 0,426 34,23+1,38 0,361 0,592
Plaquetas (x10%/pL) 231,37+48,45 230,37+42,76 0,826 233,93+40,8 0,875 0,815
VPM (fL) 9,02+1,52 8,77+1,59 0,031 8,31+1,36 0,184 0,395

Plaquetas reticuladas (%) 2,43+1,07! 3,16+2.27! 0,345 2,9+1,52! 0,432 0,762
Reticulocitos (%) 1,52+0,37" 1,52+0,37" 0,968 1,54+0,4! 0,878 0,883
Leucocitos (x10%/uL) 6,06+1,1 5,77£1,03 0,009 6,12+1,48 0,912 0,453
Neutrofilos (x103/puL) 2,97+0,85 2,88+0,85 0,061 3,33+1 0,292 0,183
Linfocitos (x103/uL) 2,24+0,48 2,05+0,36 0,005 2,09+0,53 0,421 0,849
Monocitos (x103/uL) 0,52+0,18 0,51+0,18 0,641 0,52+0,13 0,865 0,995

Eosinofilos (x10%/pL) 0,28+0,26 0,27+0,26 0,216 0,14+0,08 0,056 0,075

Basofilos (x10°/uL) 0,036+0,018  0,039+0,017 0,594 0,06+0,112 0,77 0,446

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; *significacion estadistica entre HA basal y HA tras
infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo control; ***significacion estadistica
entre HA tras infusion de FVIII y grupo control. VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina
corpuscular media; CHCM: concentracion de hemoglobina corpuscular media; VPM: volumen plaquetario
medio.(1): en 6 pacientes y en 5 controles no se analiz6 este parametro por problemas logisticos.
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Figura 52. Representacion grafica de la cantidad de linfocitos (X10°/microL) antes y después de la
administracion de factor.
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Figura 53. Representacion grafica del volumen plaquetario medio (fL) antes y después de la
administracion de factor.

4.2.2. Coagulacion especial

Los datos obtenidos en el estudio de coagulacion especial, tanto de pacientes como del
grupo control, y la comparacion entre ellos se muestra en la tabla 11 y figura 54.

En caso de resultados de FVIII >150 U/dL 6 de VWF: Ag >176%, se escogieron estos
datos limite, dado que los aparatos utilizados para su determinaciéon no pueden
asegurarnos la fiabilidad de resultados por encima de este dintel.
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Por otro lado, en un paciente se observaron resultados por debajo de la normalidad,
presentando un VWF: Ag de 50 % yun VWEF: CoR de 40 %, datos ya conocidos de este
paciente, en el cual se habia descartado con anterioridad al inicio del estudio la
enfermedad de von Willebrand tipo 2N.

Légicamente observamos diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
FVIII cuando comparamos la muestra basal de los pacientes con la muestra tras infusion
del factor (p<0,001), asi como con sujetos controles (p<0,001); sin embargo, la
determinacion de FVIII de los pacientes tras la infusion no mostro diferencia estadistica
con la de los controles (p=0,229). En el resto de parametros no se observaron diferencias
entre los grupos.

Tabla 11. Datos de las pruebas de coagulacion especial.

DATOS DE
COAGULACION | HABASAL | HAFVII p* CONTROL pr* i
ESPECIAL

FVIII (U/dL) 3234418 89,05434,82  <0,001 102,5424.94  <0,001 0,229
VWF: Ag (%) 113,15442,52  114,64+44,04 0,448 104,26+3037 0,511 0,449

VWE: Rco (%) 97,85+25,34!  97,16+27,15' 0,651 93,54+21,32 0,618 0,688

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; *significacion estadistica entre HA basal y HA tras
infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo control; ***significacion estadistica
entre HA tras infusion de FVIII y grupo control. FVIII: Factor VIII; VWF: Ag: Factor von Willebrand
antigénico; VWF: Rco: Factor von Willebrand-cofactor de la ristocetina. (1): no se pudo determinar esta
variable en uno de los pacientes por problemas logisticos.
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U/dL

H pacientes (después)

u controles

Figura 54. Representacion de la cantidad de FVIII (U/dL) en los 3 grupos de estudio.
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4.2.3. Funcién plaquetaria mediante PFA-100®

Los datos obtenidos en el estudio de PFA-100®, tanto de pacientes como del grupo
control, y la comparacion entre ellos se muestran en la tabla 12 y figuras 55-58.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

Comparando estos resultados con los rangos de normalidad de nuestro laboratorio, tanto
las medias como los extremos se encuentran dentro de estos parametros, exceptuando el
tiempo de obturacion (TO) COL/ADP de los controles cuyo extremo inferior es menor
que el rango inferior de normalidad (4 controles tuvieron acortado este tiempo de
obturacion por debajo del rango inferior de la normalidad, ademas de que la tendencia era
situarse hacia este extremo).

En el caso de los pacientes, tanto las medias como los extremos del andlisis estadistico
resultaron dentro de los limites de normalidad de nuestro laboratorio, a pesar de presentar
también 3 pacientes con TO COL/ADP acortado en la muestra basal, la tendencia del
resto era presentar un TO mas proximo al extremo superior de la normalidad (ya que de
hecho, hubieron 2 pacientes con TO COL/ADP alargado).

Ademas, puede observarse una tendencia al alargamiento en los tiempos de obturacion en
los pacientes, pero que no fue significativo, con ambos grupos de agonistas (COL/EPI y
COL/ADP) tras la administracion de FVIIL.

Tabla 12. Datos de las pruebas de PFA-100.

PFA-100 HA BASAL HA FVIII CONTROL

C(ZSI;/SPI 119,12+30 124,33+27,04' 0,607 118,6+22,14 0,956 0,530
COL/ADE 85,68+14,39 89,2+16,67! 0,115 83,93+17,61 0,763 0,408

(seg)

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; *significacion estadistica entre HA basal y HA tras
infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo control; ***significacion estadistica
entre HA tras infusion de FVIII y grupo control; COL/EPI: agonistas colageno y epinefrina; COL/ADP:
agonistas colageno y adenosin-difosfato. (1): no se pudo determinar esta variable en un paciente por muestra
en mal estado.
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Figura 55. Representacion del tiempo de obturacion con COL/EPI (segundos) en los 3 grupos de estudio.
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Figura 56 Representacion del tiempo de obturacion con COL/ADP (segundos) en los 3 grupos de estudio.
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Tiempo de obturacién de COL/ADP después de FVIII
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Figura 57. La correlacion de Pearson entre COL/ADP antes y después de la administracion de factor fue
de 0,753 (p=0,001).

Con el TO COL/EPI no se observo correlacion entre la muestra antes y después de factor.

Se observo también relacion, pero inversa, entre la hemoglobina y el TO COL/ADP
(correlacion de Pearson -0,530, p=0,035) y entre el hematocrito y el TO COL/ADP
(correlacion de Pearson -0,503, p=0,047), es decir, a mayor nivel de hemoglobina o
hematocrito menor tiempo de obturacion de COL/ADP.
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Figura 58. La correlacion de Pearson entre el tiempo de obturacion COL/ADP y hemoglobina en muestra
basal de pacientes fue de -0,530 (p=0,035).
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4.2.4. Funcion plaquetaria mediante agregacion optica con plasma rico en plaquetas
, Chronolog®

Los datos obtenidos en el estudio de agregacion dptica, tanto de pacientes como del grupo
control, y la comparacion entre ellos, se muestra en la siguiente tabla 13 y figura 59.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados respecto a los
agonistas ADP, EPI, TRAP y ASPI.

Se observaron diferencias en la pendiente o velocidad de la agregacion con ristocetina en
el grupo de pacientes. La pendiente de la ristocetina basal fue de 88,06+16,95 y tras el
tratamiento de 78,13+£19,96 (p=0,027). Sin embargo, la agregacion y el area bajo la curva
de la ristocetina no presentaron diferencias estadisticamente significativas.

También se observaron diferencias entre el grupo control y la muestra de los pacientes
tras el factor en el caso del coldgeno. La pendiente del colageno en pacientes tras factor
fue de 98,26+13,9 y la de los controles de 83,6+£20,15 (p=0,028); el area bajo la curva del
colageno en pacientes tras factor fue de 442,56+128,66 y la de los controles de
344,52+109,82 (p=0,033).

En los pacientes se observaba una menor agregacion tras la infusion de factor en el caso
de los agonistas TRAP, ASPI y RISTO.

Los agonistas TRAP y ADP fueron los que presentaron una menor respuesta de
agregacion en todos los grupos.
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Tabla 13. Agregacion optica en respuesta a diferentes agonistas plaquetarios en pacientes con HA (antes y
después del tratamiento con FVIII) y controles.

AGREGACION
7 % £
OPTICA HA BASAL HA FVIII CONTROL

Pendiente ADP (%/min) 71,68+14,17 75,33£11,50 0,289 67,93+15,80 0,491 0,154

Agregacion COL(%) 81,12+9,45 85,62+7,95 0,055 75,66+17,79 0,291 0,051

Pendiente COL(O/O/min) ------

ABC COL(%) 441,35+166,78 442,56+128,66 0,883  344,52+109,82 0,068 0,033

Agrega‘:ién o (0/0) ------

Pendiente EPI(%/min) 43,56+15,87 40,8+8,26! 0,177 42,14+16,19! 0,811 0,784

ABC ADP (%)

ABC EPI(%)

Agregacion TRAP(%) 64,93+29,94! 60,6+27,95! 0,477 55,4+36,46 0,440 0,665

ABC TRAP(%) 349,09+244,58! 342,95+267,61! 0,887 281,26+215 0,427 0,492

Pendiente ASPI(%/min) 91,68+31,07 89,06+29,09 0,571 92,06+24,64 0,970 0,759

Agregacion RISTO(%) 90,06+6,87" 88,86+7,3! 0,475 89+4,67 0,623 0,953

ABC RISTO(%) 480,24+103,98! 503,98+128,8! 0,440 473,78+84,39 0,853 0,454

Pendiente TRAP
(%/min)

Agregacion ASPI(%)

ABC ASPI(%)

Pendiente
RISTO(%/min)

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; *significacion estadistica entre HA basal y HA tras
infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo control; ***significacion estadistica
entre HA tras infusion de FVIII y grupo control; TRAP: péptido 6 que estimula el receptor de trombina
PAR-1; ADP: adenosin-difosfato; COL: colageno tipo I; EPI: epinefrina; ASPI: acido araquiddnico;
RISTO: ristocetina; %/min: tanto por ciento por minuto.(1): en una muestra no se pudo determinar este
paréametro por problema con el reactivo
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Figura 59. Agregacion (%) mediante agregacion Optica tras diferentes agonistas en los 3 grupos de estudio.
4.2.5. Funcion plaquetaria mediante impedancia con sangre total, Multiplate®

Los datos obtenidos en el estudio de agregacion por impedancia, tanto en pacientes como
controles, y la comparacion entre ellos, se muestran en la tabla 14 y figura 60.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados respecto a los
agonistas ADP, COL, EPI, ASPI y RISTO.

En el caso del agonista TRAP, se observaron diferencias entre el grupo control y los
pacientes tras la infusion de factor. El porcentaje de agregacion con TRAP de los
pacientes tras factor fue de 147,62+38,09 y de 173,16+26,7 del grupo control (p=0,040).
De los 5 pacientes en los que se observo una agregacion disminuida al TRAP, 4 de ellos
eran VHC+ (dos de estos cuatro eran ademds VIH+) y el quinto paciente presentaba una
serologia negativa. Un paciente VHC+ y VIH+ present6 una agregacion de TRAP dentro
de los valores normales.

Se compararon la media de las ABC de los 3 grupos de estudio con el rango de normalidad
establecido en nuestro laboratorio y se observé que los controles tenian una ABC mayor
respecto a ambos grupos de pacientes con todos los agonistas estudiados excepto con la
ristocetina y se situaban dentro de estos rangos de normalidad. En el caso de los pacientes,
presentaban una ABC menor a la normalidad, de manera sutil, en el caso de los agonistas
ADP y colageno. Sin embargo, cuando comparabamos los valores extremos de nuestros
resultados, los pacientes no estaban dentro del rango de normalidad con todos los
agonistas excepto con la ristocetina a bajas dosis; en el caso de los controles ocurria lo
mismo con el ADP, coladgeno, epinefrina y ristocetina a altas dosis.
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Los valores representados de los agonistas epinefrina y ristocetina a bajas dosis suponen
menor cantidad de sujetos en todos los grupos (tal y como se muestra en pie de la tabla)
atendiendo a las normas metodoldgicas del sistema utilizado.

Los agonistas TRAP, ASPI y RISTO HIGH fueron los que presentaron una mayor
respuesta de agregacion en todos los grupos.

Se observo correlacion inversa entre el hematocrito y el 4rea bajo la curva (ABC) en la
agregacion con TRAP (correlacion de Pearson -0,539, p=0,038) en muestras tanto antes
como después de factor.
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Figura 60. Area bajo la curva (ABC) mediante agregacion por impedancia tras diferentes agonistas en
los 3 grupos de estudio.

99



Resultados

Tabla 14. Agregacion por impedancia (Multiplate) en respuesta a diferentes agonistas plaquetarios en
pacientes con HA (antes y después del tratamiento con FVIII) y controles.

AGREGACION POR
IMPEDANCIA

ABC ADP (U)
Agregacion ADP (UA)
Velocidad ADP (UA/min)
ABC COL (U)
Agregacion COL (UA)

Velocidad COL (UA/min)

ABC TRAP (U)

Agregacion TRAP (UA)

Velocidad TRAP (UA/min)
ABC ASPI (U)
Agregacion ASPI (UA)
Velocidad ASPI (UA/min)
ABC EPI (U)

Agregacion EPI (UA)

Velocidad EPI (UA/min)

ABC RISTO H (U)

Agregacion RISTO H (UA)
Velocidad RISTO H (UA/min)

ABC RISTO L (U)

Agregacion RISTO L (UA)

HA BASAL

58,14+19,572

104,34+35,732
14,48+4,367
64,2+18,59!

137,48+26,45!

18,39+5,54!

91,53+332

150,66+49,412
23,96+7,29?
82,21+21,8?
134,98+33,092
21,99+7,012
14,44+6,69°
30,5111,96°
4,86+1,29°
108,78+37,52
215,9466,4%
31,96:11,32

6,57+6,53*

15,87+10,93*

Velocidad RISTO L (UA/min) 3,07+1,02*

HA FVIII

55,06+21,87
96,02+38,22
13,82+4,58
68,12+16,15
138,75+27,21

18,12+4,88

90,75+23,74

147,62+38,09
23,73+6,85
80,12+24,92
130,14+38,23
21,64+7,7
10,9246,462

24,15+12,66°
4,21+1,06>

97,8+41,12!
195,91£65,91!
29,46+12,75!
9,2845,74
20,510,674

3,67+0,97*

I p—

0,699
0,397
0,763
0,221
0,400

0,945

0,813

0,958
0,678
0,581
0,912
0,505
0,868

0,921

0,604

0,137
0,193
0,439
0,585
0,376

0,972

61,66+21,47
115,78+41,76
13,96+4,19
72,73+13,22
157,06+26,87

18,91£3,91

105,26+17,58

173,16+26,7
26,56+5,97
84,14+13,67!
141,3+£20,87!
21,2443,36!
14,63+6,62°

32,83£17°
4,83+1,42°

101+29,33!
210,59+51,9!
30,15+7,8!
5,25+3,413
13+4,77°

3,6240,833

0,649
0,436
0,743
0,159
0,054

0,769

0,167

0,132
0,294
0,781
0,551
0,721
0,95

0,735

0,961

0,546
0,815
0,627
0,625
0,54

0,27

KRk
p

0,404
0,180
0,929
0,394
0,070

0,623

0,064

0,040
0,231
0,596
0,340
0,855
0,172

0,157

0,224

0,812
0,513
0,861
0,115
0,096

0,922

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; *significacion estadistica entre HA basal y HA tras
infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo control; ***significacion
estadistica entre HA tras infusion de FVIII y grupo control; TRAP: péptido 6 que estimula el receptor
de trombina PAR-1; ADP: adenosin-difosfato; COL: colageno tipo I; EPI: epinefrina; ASPI: acido
araquidonico; RISTO H (high): ristocetina a altas dosis; RISTO L (low): ristocetina a bajas dosis; U:
unidades; UA: unidades arbitrarias; UA/min: unidades arbitrarias por minuto. (1): una muestra; (2):
dos muestras; (3): 7 muestras; (4): 9 muestras; (5): 4 muestras insuficientes o no fueron valorables
segun el indice de correlacion y la diferencia de medias del sistema analizador.
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4.2.6. Funcion plaquetaria mediante citometria de flujo

Los datos obtenidos en el estudio de agregacion por citometria de flujo y la expresion de
marcadores de activacion plaquetaria, tanto de pacientes como del grupo control, y la
comparacion entre ellos, se muestran en la siguiente tabla 15 y figuras 61-65.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos.

Tabla 15. Agregacion y activacion plaquetaria medida mediante citometria de flujo en respuesta a
diferentes agonistas plaquetarios, en pacientes con HA (antes y después del tratamiento con FVIII) y
controles.

AGREGACION Y
ACTIVACION

HA BASAL HA FVIIL : CONTROL
PLAQUETARIA POR

CITOMETRIA

Agregacion (%) 93,04+8,05 92,55¢6,61 0,792  89.87+1422 0,448 0,504
CD62 BASAL (IMF) 1,37+0,28 1,374027 0,942 1,39£031' 0,790 0,797
CD62 TRAP (IMF) 28,05+10,43 252249,16 0,052 24941455 0498 0,944
CD63 BASAL (IMF) 120,017 1,01£0,047 0,317 140,016' 0,900 0,900

CD63 TRAP (IMF) 3,93+3,08 3,67£2,95 0,136 3,90+2,69! 0,982 0,827

PLAQ-LEUCO
BASAL(IMF)

20,35+6,61 20,42+5,36 0,977 23,22+21,0 0,470 0,358

PLAQ-LEUCO TRAP

(IMF) 206,06+157,36 ~ 172,08+110,98 0,235 181,12+151,55 0,657 0,850

FT BASAL (IMF) 23,2245,592 24,115,602 0,442 22,7448,40° 0,865 0,625

FT TRAP (IMF) 351,774215,49°>  387,42+203,47° 0,481 370,33+233 0,833 0,841

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; *significacion estadistica entre HA basal y HA tras
infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo control; ***significacion estadistica
entre HA tras infusion de FVIII y grupo control; IMF: intensidad media de fluorescencia; PLAQ-LEUCO:
agregados plaqueta-leucocito; FT: factor tisular; TRAP: péptido 6 que estimula el receptor de trombina
PAR-1; (1): una muestra no se pudo determinar por problemas con la muestra; (2) dos muestras no se
pudieron determinar por problemas con la muestra y el reactivo; (3) tres muestras no se pudieron determinar
por problemas con la muestra y el reactivo.

A pesar de que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, si
observamos en la grafica siguiente de agregacion por citometria de flujo que en los
controles existe, de forma sutil, menor agregacion, este dato puede explicarse porque en
uno de los controles la agregacion fue de 43,85% sin que exista ninguna enfermedad
conocida y estando la muestra en buenas condiciones.
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Figura 61. Agregacion en sangre entera en respuesta a TRAP, medido mediante citometria de flujo en los

3 grupos de estudio.

En el caso de los pacientes, el aumento de la expresion de CD62 y CD63 y la formacion
de agregados plaqueta-leucocito, en respuesta al agonista TRAP y agregado plaqueta-
leucocito, fue menor después del factor FVIIL. En el caso del factor tisular, se observo

mayor expresion del mismo en respuesta a TRAP, tras la administracion del factor.

De hecho, la expresion de CD62 tras TRAP en la muestra basal de los pacientes fue

superior tanto a la muestra posterior al factor (con una p cerca de la significancia
estadistica, p=0,052) como a los controles. Lo mismo ocurria con los agregados plaqueta-
leucocito, donde la muestra basal de los pacientes reflejaba mayor expresion de los
mismos que la muestra posterior y los controles.
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Figura 63. Expresion de CD63 tras TRAP en los 3 grupos de estudio.
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Figura 64. Agregados plaqueta-leucocito tras TRAP en los 3 grupos de estudio.
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Figura 65. Expresion de Factor tisular (FT) tras el agonista TRAP en los 3 grupos de estudio.

No se observo correlacion entre la cantidad de FVIII semanal consumido y la p-selectina
basal tanto antes (IC=0,416; p=0,109) como después de factor (IC= 0,391, p=0,134).

Tampoco observamos correlacion entre la p-selectina basal y el % FVIIL, tanto en
condiciones basales (IC=-0,06; p=0,824) como después de la administracion de FVIII
(IC=-0,298; p=0,262).
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4.2.7. Estudio de las microparticulas plasmaticas

Los datos obtenidos en el estudio de microparticulas plasmaticas (MPs), tanto de
pacientes como del grupo control, y la comparacion entre ellos, se muestran en las
siguiente tablas 16 y 17 y figuras 66-69.

Se observaron diferencias significativas entre los pacientes (muestra basal) y los
controles: los pacientes antes del factor presentaron menor cantidad de MPs totales
(434,06+£245,13/ul) que los controles (633,42+258,28/ul) (p=0,042). Tras la
administracion de FVIII, no se observaron estas diferencias.

El nimero de MPs CD62+ fue mayor en los controles (483,35+200,63/uL) que en muestra
basal de pacientes (323,8+46,57/uL) y que en la muestra tras factor (336,86+34,48/uL)
(p=0,032 y p=0,028 respectivamente).

Entre los pacientes, tras la infusion de factor VIII, se observo disminucion del nimero de
MPs de origen endotelial (CD144+) (basal: 2,134+0,54/uL ; tras factor: 1+0,32/uL)
(p=0,013).

Tabla 16. Numero de microparticulas (MPs), totales, de origen plaquetario (CD41, CD62), de origen
endotelial (CD144). Las MPs se seleccionaron de particulas menores de 1 micra y que expresaban
fosfatidilserina (anexinaV+). Resultados obtenidos en muestras de plasma de pacientes con HA (antes y
después del tratamiento con FVIII) y controles.

MPs

434,06+245,13'  479,71+148,46' 0,402  633,424258,28' 0,042 0,067

(n°/pL)

CD41

277,66+44,98'  325,13+35.83' 0,388  399,71+185,70 0,079 0,229
(n°/pL)

CD62

323,8+46,57" 336,86+34,48' 0,826  483,35+200,63 0,032 0,028
(n®/pL)

CD41CD62
(n°/uL)

227,46+35,23! 267,73429,55' 0,386  337,71+159,82 0,055 0,184

CD144

2,13+0,54! 1+0,32! 0,013  4428+728 0274 0,105
(n°/uL)

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; *significacion estadistica entre HA basal y HA tras
infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo control; ***significacion estadistica
entre HA tras infusion de FVIII y grupo control. MPs: microparticulas. (1): una muestra no se pudo
determinar por problemas con la muestra.

En relacion con la edad, en los pacientes no se observaron diferencias significativas en el
nimero total de MPs, ni tampoco en las MPs de origen plaquetario. Sin embargo, se
observé disminucion de las MPs de origen endotelial (CD144+) tras la infusion de FVIIL
(basal fue 3,33+1,87/uL y tras factor de 0,33+0,516/uL) (p=0,001) .
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Tabla 17. Relacion entre el nimero de microparticulas plasmaticas (MPs) y la edad de los pacientes.

CD414(n°/pL) 288,444203,68! 261,5+134,477 0,781

CD624(n°/pL)

CD41CD624(n°/pL) 233,44+160,09' 218,5+104,732 0,844

MPSB(n°/uL) 540,625+150,46! 398,5108,4482 0,074

CD628(n’/pL) 353,22+160,71! 312,33+86,132 0,581

CD144%(n°/uL) 1,33+1,5! 0,540,547 0,219

CD144*(n°/uL)

CD413(n°/pL)

CD41CD628(n°/uL)

media +desviacion tipica; p significativa < 0,05; MPs: microparticulas; (1): 9 pacientes;

(2): 6 pacientes; A) muestra basal; B) muestra tras factor.

700,00 ?
600,00 - /
500,00 -
H pacientes (antes)

n®/ul

400,00 W pacientes (después)
300,00 - u controles
200,00 -

100,00 -

0,00 .
Microparticulas

Figura 66. Numero de microparticulas plasmaticas (MPs) en los 3 grupos de estudio.
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Figura 67. Numero de microparticulas CD62+ en los 3 grupos de estudio.

Microparticulas CD144+
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Figura 68. Numero de microparticulas plasmaticas (MPs) CD144+ en los pacientes con

hemofilia A.

No se observo correlacion entre la cantidad de FVIII semanal consumido y las MPs totales
tanto antes (IC=0,217; p=0,437) como después de factor VIII(IC= 0,323, p=0,259).

Tampoco observamos correlacion entre las MPs totales y el % de FVIII ni en condiciones
basales (IC=-0,06; p=0,832) ni después de la administracion de FVIII (IC=-0,034;

p=0,908).

Se encontro correlacion entre las plaquetas y las MPs que expresan p-selectina (IC=0,573;

p=0,025).
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Figura 69. Correlacion entre el nimero de microparticulas plasmaticas CD62+ y la expresion de CD62+
plaquetario (muestra basal).
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4.2.8. Liberacion de calcio citoplasmatico plaquetario

En la tabla 18 aparecen los datos obtenidos en el estudio de la liberacion de Ca*"
citoplasmatico plaquetario, tanto de pacientes como del grupo control, y la comparacion
entre ellos. Destacar que la tabla muestra el punto inicial y el final de la medicion, sin
embargo, en las 2 graficas siguientes aparece representado la evolucion del Ca®*
intracelular durante los 5 minutos de registro.

Tabla 18. Liberacion de calcio citoplasmatico plaquetario

LIBERACION DE

CALCIO HA BASAL | HA FVIII ’ CONTROL

AN fras ADE 8,669+1,996!  8,88+1,92 0,890 8,3842,14 053 O
(30 seg).

IMgéﬁa:egDP 334207 3,6£0,71 0,710 36410 g5 0950

IMF(;)asseZ)RAP 6,1542,05  548£2.46' 0360 5834231 099 0

IMF(st(:;ss;rgl){AP 15680232 1,63£032' 0,790 LETROTLE — gp3 0313

media +desviacion tipica (IMF: intensidad media de fluorescencia); p significativa < 0,05; *significacion
estadistica entre HA basal y HA tras infusion de FVIII; **significacion estadistica entre HA basal y grupo
control; ***significacion estadistica entre HA tras infusion de FVIII y grupo control; TRAP: péptido 6 que
estimula el receptor de trombina PAR-1; ADP: adenosin-difosfato. (1): una muestra no se pudo determinar
por problemas con la muestra; (2): dos muestras no se pudieron determinar por problemas con la muestra

En ambas figuras (70 y 71) lo que se observa es un aumento inicial, llegandose al pico
maximo durante los primeros 30 segundos para luego decrecer progresivamente, sin
alcanzar los niveles basales.

Tras comparar los tres grupos, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos.

A pesar de que no encontrar diferencias significativas entre los grupos, cuando usabamos
TRAP como agonista, se observa que los niveles de Ca®" intracelular se mantienen mas
elevados en el grupo control que en el de los pacientes con HA, tanto antes como después
del FVIII (figura 71).
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Figura 70. Liberacion de calcio citoplasmatico plaquetario tras agonista ADP. Se observa una
superposicion de la curva de los controles (color azul) y la de los pacientes (color verde) tras la
administracion del factor.
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Figura 71. Liberacion de calcio citoplasmatico plaquetario tras agonista TRAP.
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4.2.9. Comparacion entre las técnicas de agregacion plaquetaria utilizadas en
nuestros estudio

Estudiamos la correlacion existente entre las técnicas de agregacion utilizadas con los
diferentes agonistas mediante el test de correlacion de Pearson.

4.2.9.1. Agregacion con trombina. Impedancia versus citometria de flujo

En Ia tabla 19 observamos que no existia correlacion en los resultados obtenidos en
nuestro estudio entre el método de agregacion por impedancia y la citometria de flujo.

Tabla 19. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a trombina (TRAP) medida mediante
citometria de flujo (CMF) y la medida mediante impedancia (multiplate).

Impedancia
Correlacion  entre  agregacion en

respuesta a trombina, por citometria de MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
flujo (CMF) y por impedancia

ABC  Agregacion  Velocidad ABC  Agregacion  Velocidad

MUESTRA Aaregacion -0,011 -0,010 0,023 0,128 0,141 0,046
BASAL p 0970 0,971 0,934 0,637 0,603 0,865
IC 0,161 0,173 0,094 0,216 0,173 0,208
TRAS FVIII  Agregacion
p 0,566 0,538 0,74 0,421 0,521 0,439

p: significacion estadistica (significativa si p <0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva

4.2.9.2. Agregacion con trombina. Agregacion optica versus citometria de flujo

En la tabla 20 y en la figura 72 observamos que existia correlacion en nuestro estudio
entre el método de agregacion Optica y la citometria de flujo en la muestra basal de
nuestros pacientes.
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Tabla 20. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a trombina (TRAP) medida mediante
citometria de flujo (CMF) y la medida con agregometria dptica

Agregacion optica

Correlacion entre CMF y agregacion éptica
con trombina

ABC Agregacion Velocidad ABC  Agregacion Velocidad

Citometria
de flujo

IC 0,557 0,488 0,425 0,483 0,443 0,418

TRAS Agregacion
FACTOR p 0,031 0,065 0,115 0,068 0,098 0,121

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva

100,00 R, Lineal = 0,315

95,004

90,004

(n“eventos/ul)

25,007

Agregacion mediante CMF en muestra basal tras TRAP

80,00 T T T T T T
00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00

Agrepacion optica en muestra basal tras TRAP (%)
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100,004

50,00

80,00

70,00

Agregacion por CMF tras TRAP en muestra basal (n” eventos/ul)

60,00 T T T T T T
.00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Agregacion por impedancia tras TRAP en muestra basal (UA)

Figura 72. En la figura superior observamos como existe correlacion lineal entre los métodos de
medicion agregacion Optica y la citometria de flujo (CMF) cuando utilizamos el agonista TRAP en la
muestra basal de los pacientes. En la figura inferior, no se observa correlacion entre los métodos de
impedancia y la CMF.

4.2.9.3. Agregacion con trombina. Agregacion éptica versus impedancia.

Se observo correlacion entre la velocidad y el area bajo la curva (ABC) de agregacion
medida por impedancia (muestra sanguinea tras factor) y la velocidad de agregacion
medida por agregacion Optica (muestra basal) tras la adicion de TRAP, también entre la
velocidad de agregacion medida por impedancia (muestra tras factor) y la agregacion
medida por agregacion Optica (muestra tras factor) (tabla 21 y figura 73).
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Tabla 21. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a trombina medida mediante impedancia
o medida mediante el método dptico.

., ., Agregacion por impedancia
Correlacion entre agregacion por

impedancia y agregacion éptica con MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
trombina

ABC  Agregacion Velocidad ABC  Agregacion Velocidad

ABC 0334 0341 0327 0409 0345 0,456
p 0243 0233 0254 0,13 0,208 0,087

MUESTRA . IC 0354 037 0379 0465 0394 0,520

BASAL £reg p 0215 0,192 0,182 0,081 0,146 0,047

Velocidad IC 0404 0415 0,463 0,521 0,448 0,596

Agregacién p 0,152 014 0,096 0,047 0,094 0,019
optica ABC IC 0395 0391 0367 0333 03 0,386

p 0,163 0,167 0,196 0225 0278 0,155

TRAS L IC 0514 0515 0,492 0,479 0,445 0,532

FACTOR 8 p 0,06 0,059 0,074 0071 0,09 0,041

Velocidag € 0185 0,164 0253 0296 0,223 0,475

p 0526 0576 0383 0284 0424 0,073

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva

140,007

R, Lineal = 0,355

120,004

100,004

80,004

60,00

40,00

Agregacion dptica. Velocidad con TRAP en muestra basal
(UA/min)

[e]

20,00 T T T T
10,00 20,00 30,00 40,00

Agregacion por impedancia. Velocidad con TRAP en muestra
tras factor (UA/min)

Figura 73: Se observa correlacion entre la velocidad de agregacion medida por impedancia (tras FVIII)
y la velocidad de agregacion medida por agregacion optica (muestra basal) tras la adicion de TRAP.

4.2.9.4. Agregacion con colageno. Agregacion optica versus impedancia

Se observo correlacion entre el ABC (muestra basal) mediante agregacion por impedancia
y la velocidad de agregacion (muestra tras factor) con agregacion optica. En el resto de
parametros no se observo relacion (tabla 22).
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Tabla 22. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a colageno medida mediante impedancia
o medida mediante el método optico.

Agregacion por impedancia

Correlacién entre agregacion por impedancia y

Y ’ MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
agregacion éptica con colageno
ABC  Agregacion  Velocidad ABC  Agregacion  Velocidad
ABC 0302 0239 0271 0262 0248 0,359
p 0274 039 0329 0326 0353 0,173
MUESTRA  Agregacion | 0436 0286 0342 0392 0309 0,394
BASAL 0,104 0301 0213 0133 0245 0,131
Velocidad 0,259 02 0285 0426 0332 0,416
N - P 0352 0475 0304 009 0209 0,109
g;;%iacj“" ABC © 0323 028 0,18 0162 0,19 0,11
0261 0354 0518 0562 0485 0,696
TRAS Agregacion 0172 -0.006 0018 o 0299 -0,161
FACTOR 0541 0983 0,048 - 0,261 0,551
0,257
Velocidad | 0565 0402 0274 0233 0205 0,168
0,035 0,155 0344 0403 0464 0,55

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva

4.2.9.5 Agregacion con ADP. Agregacion éptica versus impedancia

Se observo relacion directa entre ambos métodos de agregacion tanto antes como después
de factor utilizando como agonista el ADP (tabla 23 y figura 74).

Tabla 23. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a ADP medida mediante impedancia o

medida mediante el método dptico.
Agregacion por impedancia

Correlacién entre agregacién por

. . Yo MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
impedancia y agregacion optica con ADP = . = .
ABC Agregacion Velocidad ABC  Agregacion Velocidad
ABC 0,541 0,570 0,581 0,427 0,414 0,456
p 0,046 0,033 0,029 0,099 0,111 0,076
MUESTRA ., IC 0,568 0,645 0,465 0,451 0,448 0,453
BASAL  /gregacion 0,034 0,013 0,093 0,079 0,082 0,078
Velocidad IC 0,495 0,471 0,618 0,47 0,451 0,438
Agregacion p 0,072 0,089 0,019 0,066 0,079 0,09
optica ABC IC 0,477 0,452 0,292 0,414 0,445 0,431
p 0,099 0,121 0,333 0,125 0,097 0,109
TRAS Agregacion IC 0,533 0,552 0,359 0,511 0,546 0,489
FACTOR 0,05 0,041 0,207 0,043 0,029 0,055
Velocidad 0,477 0,452 0,363 0,614 0,653 0,573
0,099 0,121 0,223 0,015 0,008 0,026

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva
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Agregacion por impedancia tras ADP en muestra basal (UA)

100,004

90,004

80,007

70,004

60,00

50,004

Agregacion dptica con ADP en muestra tras factor (UA)

40,00
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Resultados

Figura 74. A) relacion entre ABC (impedancia) y ABC (6ptica) en muestra basal. B) relacion entre %
agregacion (impedancia) y % agregacion (Optica) en muestra basal. C) relacion entre % agregacion
(impedancia) y % agregacion (Optica) en muestra tras factor.
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4.2.9.6 Agregacion con epinefrina. Agregacion éptica versus impedancia

No se observo relacion entre ambos métodos de agregacion tanto antes como después de
factor utilizando como agonista la epinefrina (tabla 24).

Tabla 24. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a epinefrina medida mediante
impedancia o medida mediante el método optico.

Agregacion por impedancia

Correlacion entre agregacion por impedancia y

= ren MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
agregacion optica con epinefrina
ABC Agregacion Velocidad ABC Agregacion Velocidad
e -0,043 0,026 -0,103 0,012 -0,01 -0,153
p 0913 0,948 0,792 0,968 0,972 0,601
MUESTRA ¢, IC 0 0,031 -0,101 -0,053 -0,033 -0,268
BASAL greg 0,999 0,936 0,796 0,858 0911 0355
Velosidad  1C 0251 0,245 0,096 0,163 0,155 0,11
Agregacion P 0,514 0,525 0,806 0,577 0,596 0,708
Optica A IC 0,235 0,128 0,048 0,316 0,211 0,095
p 0,575 0,763 0,909 0,293 0,488 0,757
TRAS Agregacion 1€ 0653 0,656 0,487 0,546 0,53 0,254
FACTOR £eE 0,079 0,077 0,221 0,054 0,063 0,402
Velocidad 1€ 0071 0,017 0,017 0,35 0,451 0,258
0,867 0,969 0,967 0,24 0,122 0,395

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva

4.2.9.7. Agregacion con ASPI. Agregacion optica versus impedancia
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No se observo relacion entre ambos métodos de agregacion tanto antes como después de
factor utilizando como agonista ASPI (tabla 25).

Tabla 25. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a ASPI medida mediante impedancia o
medida mediante el método dptico.

Agregacion por impedancia

SO 0L | MUBSTRABASAL  TRASFACTOR
impedancia y agregacion éptica con ASPI

ABC  Agregacion  Velocidad ABC  Agregacion  Velocidad

IC 0,013 0,067 -0,119 0,153 0,201 -0,007
P 0,965 0,827 0,698 0,587 0,474 0,98

Agregacion

Agregacion -.------
sptica IC 0136 0,135 0,001 0239 0, 226 0,191
p 0,642 0,646 0,998 0373 0,478
FACTOR -..--.--
20,053 20,096 0,187 0,174 0,13
Velocidad 8 gﬁ; 0,856 0,744 0,488 0,518 0,63

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva
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4.2.9.8. Agregacion con ristocetina. Agregacion optica versus impedancia

Se observd relacion entre los pardmetros de agregacion por impedancia (muestra tras
factor) en respuesta a la ristocetina y los pardmetros de agregacion Optica (muestra basal
y tras factor) (tabla 26 y figura 75).

Tabla 26. Correlacion entre la agregacion plaquetaria en respuesta a ristocetina medida mediante
impedancia o medida mediante el método optico.

Agregacion por impedancia

Correlacion entre agregacion por impedancia

e . : MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
y agregacion optica con ristocetina

ABC  Agregacion Velocidad  ABC  Agregacion  Velocidad

0,538 0,502 0,393 0,605 0,616 0,544

0,058 0,082 0,184 0,022 0,019 0,044

MUESTRA .. IC | 2'39 0,23 -0,408 -0,082 -0,165 -0,203

BASAL e P ot 0,45 0,167 0,781 0,572 0,487

- Velocidad 1€ 0112 0,145 0,114 0,458 0,321 0,287

Agregacion p 0,715 0,636 0,711 0,099 0,263 0,32

optica

¢ ABC IC 0,504 0,504 0,505 0,45 0,623 0,554

p 0,079 0,079 0,078 0,106 0,017 0,04

TRAS Agregacion  IC 0,131 0,158 0,016 0,263 0,312 0,21

FACTOR p 067 0,606 0,958 0,364 0,278 0,471

Velocidad  IC 0,221 0,296 0,309 0,493 0,497 0,539

p 0,468 0,327 0,304 0,073 0,071 0,047

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area bajo
la curva

120,00

R, Lineal= 0,291

100,00

80,004

60,0049

40,0049

Agrepgacion Optica tras factor. Velocidad con ristocetina
(UA/min)

20,00 T T T T T T T
00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Agregacion por impedancia tras factor. Velocidad con ristocetina
A/min)

Figura 75. Se observo relacion lineal entre la velocidad de agregacion en respuesta a la ristocetina por
ambos métodos de agregacion (por impedancia y 6ptico) en la muestra tras infusion de factor.
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4.2.9.9. Tiempo de obturacion versus citometria de flujo

No se observo correlacion entre el TO y la agregacion por citometria de flujo en ninguna
de las determinaciones (antes y después de factor) (tabla 27).

Tabla 27. Correlacion entre la agregacion plaquetaria medida mediante citometria de flujo (CMF) y la
medida mediante el tiempo de obturacién (TO) en el PFA-100.

TO (tiempo de obturacién)

Correlacion entre agregacion por CMF y el

. P MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
tiempo de obturacion
COL/EPI  COL/ADP  COL/EPI  COL/ADP
MUESTRA . IC 0,074 0,447 0,32 0,375
BASAL = p 0,787 0,083 0,244 0,169
TRAS Aarenacién IC 0,1 0,245 -0,149 0,265
FACTOR greg p 0,714 0,36 0,595 0,341

4.2.9.10. Tiempo de obturacion versus impedancia

Existia correlacion lineal entre el TO COL/ADP (muestra tras factor) y el ABC con los
agonistas ADP, TRAP, ASPI y/o RISTO (muestra basal y muestra tras factor) (tabla 28
y figura 76).

Tabla 28. Correlacion entre la agregacion plaquetaria medida mediante impedancia y la medida mediante
el tiempo de obturacion (TO) en el PFA-100.

TO (Tiempo de obturacion)

Correlacion entre agregacion por impedancia y

X ,, MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
el tiempo de obturacion
COL/EPI COL/ADP COL/EPI COL/ADP

ADP IC -0,038 0,313 0,483 0,560

P 0,897 0,276 0,095 0,047

COL IC 0,061 0,32 0,133 0,51

P 0,828 0,245 0,65 0,062

EPI IC -0,229 0,2 -0,385 0,092

MUESTRA P 0,554 0,605 0,306 0,814

BASAL IC 0,24 0,203 0,338 0,678

T P 0,389 0,467 0,238 0,008

ASPI IC 0,226 0,412 0,422 0,591

P 0,437 0,144 0,133 0,026

RISTO IC 0,074 0,559 0,077 0,676

Agregacion por H P 0,8 0,192 0,794 0,008
impedancia(ABC) ADP IC 0,316 0,31 0,216 0,678
P 0,234 0,242 0,439 0,005

COL IC 0,143 0,417 0,397 0,298

P 0,597 0,108 0,143 0,28
IC -0,306 0,133 -0,002 -0,105

MI;];%RA EPI P 0,287 0,65 0,996 0,721
FACTOR  TRAP IC 0,259 0,356 0,221 0,680

P 0,333 0,175 0,428 0,005

ASPI IC 0,196 0,258 0,461 0,529

P 0,466 0,335 0,084 0,042

RISTO IC -0,091 0,209 -0,451 0,433

H P 0,748 0,455 0,105 0,122

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area
bajo la curva; ns: no significativo (p>0,05)
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140,00
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100,004

80,004
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Tiempo de obturacion tras factor (seg)

Figura 76. Relacion lineal entre el TO COL/ADP y el ABC (agregacion por impedancia) tras la adicion
de TRAP en muestra sanguinea tras factor.
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4.2.9.11. Tiempo de obturacion versus agregacion dptica

Se observo correlacion lineal entre el TO COL/ADP (tanto basal como tras factor) y la
agregacion optica con los agonistas ADP y EPI (muestra basal). En el caso del TO
COL/EPI se observo correlacion con ASPI entre muestras basales (tabla 29).

Tabla 29. Correlacion entre la agregacion plaquetaria medida mediante el método Optico y la medida
mediante el tiempo de obturacion (TO) en PFA-100.

TO (Tiempo de obturacién)

Correlacion entre agregacion optica y el

, & MUESTRA BASAL TRAS FACTOR
tiempo de obturacion
COL/EPI COL/ADP COL/EPI COL/ADP
app 1€ 0,003 0,616 0,198 0,548
P 0992 0,011 0,478 0,034
coL € 028 0,227 0,192 0,462
P 0395 0,398 0,493 0,083
epr 1€ 0207 0,540 0,238 0,618
MUESTRA P 0442 0,031 0,392 0,014
BASAL IC 0215 0,404 -0,147 0,497
TRAP a1 0,136 0,617 0,071
aspr 1€ 0502 0,35 -0,022 0,137
P 0,048 0,183 0,939 0,626
- IC 0384 0,32 0,219 0,528
Ag(f)egt‘f‘c“’“ RISTO 0,158 0,244 0,452 0,053
( :1318 app 1€ 0198 0,169 0,127 0,046
P 0,48 0,546 0,665 0,875
coL €038 0,318 -0,025 0,28
P 0248 0,249 0,931 0,332
MUESTRA  Epr 1€ 0023 0,51 0,214 0,438
TRAS P 0934 0,052 0,463 0,117
IC 0397 0,356 20,036 0,211
FA T R > 9 9 9
€10 TRAP b (a3 0,193 0,902 0,469
aspr 1€ 0433 0,346 0,247 0,194
P 0,094 0,189 0,374 0,488
IC 0379 0,299 0,048 0,269
RISTO 5 4163 0,279 0,872 0,353

p: significacion estadistica (significativa si p < 0,05); IC: indice de correlacion de Pearson; ABC: area
bajo la curva; ns: no significativo (p>0,05)

A modo de resumen de esta seccion, podemos decir que con la metodologia utilizada en
nuestro estudio existe escasa correlacion entre los diferentes analizadores. Se observo
correlacion parcial entre la citometria de flujo y la agregacion oOptica (utilizando TRAP
como agonista) y entre agregacion Optica e impedancia (con agonistas TRAP y
ristocetina). Se observo buena correlacion entre la agregacion Optica y por impedancia
cuando utilizdbamos ADP. Curiosamente, los valores del tiempo de obturacion (TO
COL/ADP) en las muestras después de la administracion de FVIII presentaban
correlacion con la mayor parte de los agonistas utilizados con el sistema multiplate.
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5. DISCUSION
5.1. Poblacion de estudio

La cohorte de este estudio observacional prospectivo longitudinal, estaba representada
por pacientes de la Unidad de Hemofilia de la Region de Murcia con diagnéstico de
Hemofilia A severa que se encontraban en tratamiento profilactico con FVIII
recombinante.

Nuestro servicio es centro de referencia para el tratamiento de la poblacion con Hemofilia
A en nuestra region, por lo que la poblacion incluida en el estudio se corresponde con la
realidad de esta enfermedad en nuestro medio. Ademas, existe una estrecha colaboracion
con la Asociacion Murciana de Hemofilia, con realizaciéon de frecuentes cursos de
formacion para pacientes y familiares, lo cual nos permite una buena comunicaciéon con
esta poblacion.

5.2. Dificultades del proyecto

El hecho de que el estudio se tratase de una enfermedad rara como la Hemofilia A hizo
inicialmente dificil el proyecto, ya que teniamos que tener pocas pérdidas para que el
resultado  fuese significativo.  Afortunadamente, tuvimos pocas pérdidas
fundamentalmente porque tanto los pacientes como los familiares de éstos fueron muy
colaboradores. Las pérdidas fundamentalmente se debieron a comorbilidades de los
pacientes en relacion a esta enfermedad, por la cual no podian acudir al hospital y en
menor proporcion a la vida laboral de los pacientes.

La disponibilidad de los analizadores a utilizar también supuso una dificultad adicional
puesto que 4 de los aparatos (CELL DYN, ACL TOP 700, PFA-100 y Multiplate)
formaban parte de la rutina diaria asistencial y uno de ellos (FACS CANTO II) era usado
por mas grupos de investigacion. Ademads, durante todo el tiempo que dur6 el proyecto
hubo averias en 3 ocasiones con 3 aparatos distintos.

La citacion de los pacientes de forma que el dia del experimento coincidiese con el
periodo de lavado de 72h sin FVIII y que a su vez hubiese disponibilidad del cronograma
del equipo resultaba a veces especialmente complicado.

En el caso de los controles, no disponiamos de suficientes voluntarios sanos para el
proyecto, por lo que no pudimos ser estrictos en que la edad fuese similar al grupo de
estudio principal.

5.3. Variables clinicas

Nuestra cohorte de pacientes con Hemofilia A grave (mediana de edad de 24,5 afios y
rango de 9-39 afos) en tratamiento profilactico, presentaba caracteristicas similares a las
descritas en la bibliografia, pues aproximadamente el 80% de los hemofilicos graves
presentaron clinica hemorréagica en el primer afio de su vida (24), la historia de inhibidores
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frente al tratamiento supuso aproximadamente el 30% (38,110,111). En torno al 30% de
los pacientes fueron VHC positivo y el 20% VIH positivo, cifras similares al primer
estudio epidemioldgico transversal multicéntrico realizado en Espafia en 2009 (7). Més
de la mitad de nuestros pacientes presentaron inversion del intron 22, que es la alteracion
genética mas frecuente descrita en la HA hasta el momento (34).

Aproximadamente el 80% de estos pacientes tenian >1 articulacion diana, este elevado
porcentaje probablemente se deba a que se trata de un grupo con dos claras poblaciones
de sujetos, un grupo de pacientes jovenes (68,75%) que iniciaron profilaxis primaria sin
discontinuacion y otro grupo de pacientes (31,25%) con edad > 33 afos, que recibid
tratamiento segun las recomendaciones establecidas en ese momento, es decir, iniciaron
profilaxis primaria en la infancia hasta los 18 afios, posteriormente tratamiento a demanda
(momento en el que muchos de ellos desarrollaron articulaciones diana) y finalmente
profilaxis nuevamente, es decir, recibiendo profilaxis terciaria actualmente (25).
Ademas, en el grupo de jovenes, 2 de ellos tuvieron una mala adherencia al tratamiento
durante la adolescencia.

El papel de la profilaxis en HA en sujetos jovenes ha sido ampliamente demostrado en
diferentes estudios, el mas destacado fue el ensayo clinico multicéntrico randomizado
cuyos datos fueron publicados por Manco-Johnson et al. en 2007, donde se realizaba el
seguimiento a pacientes incluidos en el mismo con edad menor a 3 afos (112). La misma
autora publicaba en 2013 el primer estudio randomizado en adultos, el estudio SPINART,
con una media de edad de 30,6 afios y rango de edad 15-50 afios, que habian estado > 1
afno sin tratamiento profilactico durante los 5 afios previos a la inclusiéon al estudio,
demostrando la superioridad del tratamiento profilactico sobre el estado articular de los
pacientes adultos (113). Estos pacientes presentaban un estado articular parecido al de
nuestra cohorte, puesto que el 70% de ellos tenian > 1 articulacion diana al inicio del
estudio.

Los pacientes que habian presentado un inhibidor de alta respuesta presentaban inversion
del intron 22, relacion descrita en la bibliografia, aunque nosotros no observamos
significancia estadistica en nuestro estudio, ésto es posible ya que el desarrollo de
inhibidor depende de otros factores, como los ambientales (38,39). Tampoco obtuvimos
significacion estadistica en aquéllos que tenian mads articulaciones diana y recibian un
régimen de tratamiento profilactico mas intenso en el momento de este estudio, ni entre
el nimero de articulaciones diana, la edad del primer sangrado, el tipo de primer sangrado
y el tipo de mutacion. Sin embargo, en nuestro estudio encontramos relacion significativa
entre el tipo de mutacion y la clase de régimen de profilaxis semanal (Chi-cuadrado de
Pearson de 0,038), donde los pacientes que estaban en régimen de tratamiento profilactico
mas intenso (cada 48 horas) presentaban inversion del intrén 22. No hemos encontrado
en la bibliografia datos a este respecto, sin embargo, parece logica la asociacion que ante
mutaciones que supongan formas de fenotipo hemorragico grave (114) se precise de
esquemas de profilaxis mas intensivos.
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5.4. Variables analiticas
5.4.1. Datos del hemograma

En nuestro estudio encontramos diferencias estadisticamente significativa en el volumen
plaquetario medio (VPM) y los linfocitos antes y después del tratamiento. E1 VPM tras
factor fue menor (8,77+1,59 fL) que el VPM basal (9,02+1,52 fL), asi como, el recuento
de linfocitos posteriores al tratamiento también fue menor (2,05+0,36 x103/uL) que el
anterior a éste (2,24+0,48 x10°/uL).

Existen muchos articulos y meta-analisis publicados en la bibliografia que relacionan el
mayor VPM con el sindrome metabolico (diabetes, hipercolesterolemia, hipertension) y
con el mayor riesgo de eventos tromboticos (ictus, infartos agudos de miocardio,
reestenosis de stents cardiacos,...), es decir, con una mayor activacion plaquetaria (115).

El VPM esta relacionado directamente con el microambiente medular, las células
estromales de la médula 6sea liberan trombopoyetina la cual es la encargada de activar a
los megacariocitos. Este mecanismo esta modulado por citoquinas y por el ambiente
externo del individuo (un descenso en la cifra de plaquetas provocara un mayor VPM).
Se ha observado un mayor VPM en el caso de trombocitopenias inmunes, sindrome
metabolico (como ya hemos comentado), preeclampsia; un VPM menor se ha relacionado
con situaciones de hiperesplenismo, trombocitosis reactivas, aplasias medulares por
citotoxicos, infiltracion medular por tumores solidos (116) y con la enfermedad de
Wiskott-Aldrich (cuyo VPM muy inferior a los rangos de normalidad establecidos, fue
normalizado tras la realizacién de esplenectomia, independientemente de la mejora o no
de la cifra plaquetaria, por lo que concluian que la cifra plaquetaria podria estar
disminuida por otros motivos, pero el VPM estaba determinado por la presencia o no del
bazo) (117).

Existen escasos estudios sobre este aspecto en el caso de la hemofilia. En el estudio de
van Bladel et al. de 2011, no observaron diferencias significativas (p=0,517) entre los 13
pacientes con HA severa y 21 controles, resultado similar a nuestro estudio. Sin embargo,
no se estudio la influencia del FVIII sobre el VMP en los pacientes, ya que de hecho, el
objetivo principal de este estudio no era observar la influencia del FVIII (60). En el
estudio de van Bladel et al. de 2014, tampoco se observaron diferencias (muestra basal
tras 72 horas sin factor) entre los 3 diferentes fenotipos hemorragicos de 33 pacientes con
HA severa; sin embargo, tampoco se estudio la influencia del FVIII sobre el VPM (61).
El segundo estudio de 2014 de este grupo, van Bladel et al., incluyeron a 8 pacientes,
todos mayores de edad (media 40 afos) con HA grave (y sin enfermedad cardiovascular)
en tratamiento profilactico que estaban ingresados para recibir una cirugia electiva. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el VPM en pacientes tras
administracion de FVIII a los 15 y a los 60 minutos (62). Este resultado es diferente al
nuestro, sin embargo, nuestra cohorte de pacientes es el doble a la estudiada por ellos y
tampoco se habia realizado periodo de lavado de 72 horas en el caso de la muestra basal
(aunque presentaba similar media basal de FVIII % que nuestra cohorte).
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Una posible explicacion de que el VPM esté disminuido tras la administraciéon de FVIIL
en los pacientes con HA grave podria ser una estimulacion negativa de la trombopoyesis
medular o bien un aumento de la funcion depurativa del bazo; o dicho de otra forma, en
situacion basal estos pacientes presentan un VPM mayor para compensar el déficit de
FVIII que presentan. Sin embargo, lo cierto es que desconocemos el motivo exacto de
esta discrepancia de resultados, serian necesarios mas estudios para dilucidar este aspecto.

En el estudio de Wartiovaara-Kautto et al. de 2011, no detectaron anormalidad en el
recuento leucocitario (respecto a los rangos de referencia) en una cohorte de pacientes
con HA (tanto grave, moderada como leve), al igual que en nuestro caso, sin embargo en
este estudio no se observaba la influencia del FVIII sobre sus parametros de analisis (67).
No hemos encontrado ningtn articulo en la bibliografia que haya descrito la disminucion
del recuento de linfocitos tras la administracion de FVIII, desconocemos el motivo y la
relevancia que pueda tener este hallazgo.

5.4.2. Coagulacion especial

Légicamente observamos diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
FVIII cuando comparamos la muestra basal (3,23+4,18 U/dL) de los pacientes con la
muestra tras factor (89,05+£34,82 U/dL), asi como con sujetos controles (102,5+24,94
U/dL). No observamos diferencias entre los grupos respecto al VWEF: Ag ni al VWF: Rco.

En el estudio de van Bladel et al. de 2011, se observaron diferencias significativas entre
el grupo control y los pacientes con HA grave, presentando estos ultimos mayores niveles
de VWEF: Ag (mediante técnicas de ELISA), atribuyendo este hallazgo a una activacion
de la hemostasia 1* en los pacientes con HA grave (60). No se observaron diferencias en
los niveles de VWF: Ag (mediante técnicas de ELISA) en el siguiente estudio de este
mismo grupo (van Bladel et al. de 2014), donde estudiaban solo a pacientes con HA grave
con diferente fenotipo hemorragico (61). En nuestro estudio tampoco observamos
diferencias en los niveles de VWF: Ag, teniendo en cuenta ademas que la determinacioén
de este parametro se realizo con diferente metodologia (técnica de inmunoturbidimetria
amplificada con particulas de latex).

El tercer estudio de este grupo (van Bladel et al. de 2014), se realiz6 con 8 pacientes todos
mayores de edad (con una media de 40 afios) con HA grave (y sin enfermedad
cardiovascular) en tratamiento profilactico que estaban ingresados para recibir una cirugia
electiva. El nivel de FvW y ADAMTS-13 (mediante técnicas de ELISA) disminuia tras
15 minutos de la administracion de factor, no ocurria los mismo a los 60 minutos. Se
concluia que una sola infusion de FVIII en pacientes con HA modificaba la hemostasia
1* (FvW, ADAMTS-13 y activacion plaquetaria), posiblemente como consecuencia de la
unién del FVIII con el FvW (como parte del mecanismo fisiologico habitual), influyendo
en su aclaramiento asi como en el de las plaquetas secundariamente (62).
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5.4.3. Funcién plaquetaria mediante PFA-100®

En los datos obtenidos en nuestro estudio con PFA-100®, tanto de pacientes como del
grupo control, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos. A pesar de que no se observaron diferencias, la tendencia del grupo de controles
era el situarse cerca del extremo acortado del TO COL/ADP (se observo en 4 controles,
si bien también se observo en 3 pacientes) y la tendencia de los pacientes era la de situarse
hacia el extremo alargado del TO COL/ADP (de hecho 2 pacientes presentaron este
tiempo alargado). El tiempo acortado COL/ADP se ha relacionado con mayor riesgo
trombotico (57).

Lo mas destacable de nuestros resultados es que podia observarse una tendencia al
alargamiento de los tiempos de obturacion (con ambos grupos de agonistas, tanto con
COL/EPI como con COL/ADP) tras la administraciéon de FVIII en los pacientes, aunque
sin llegar a la significacion estadistica. Sin embargo, si se observd correlacion entre
COL/ADP antes y después de la administracion de factor, siendo el valor de la correlacion
de Pearson de 0,753 (p=0,001), por lo que a pesar de esta buena correlacion, parece que
esta variable es mas dispersas de lo que cabria esperar. Este resultado podria indicar un
mecanismo fisioldgico de union del FvW al FVII o bien una menor activacion
plaquetaria tras la infusion de FVIII; aunque este postulado tendria que demostrarse
estadisticamente, quizas estudiando una muestra de pacientes mayor a la nuestra. En la
bibliografia no hemos encontrado datos al respecto.

Otro hallazgo de nuestros resultados, fue la correlacion inversa entre el TO COL/ADP y
el nivel de hemoglobina (correlaciéon de Pearson -0,530, p=0,035) 1y el valor del
hematocrito (correlacion de Pearson -0,503, p=0,047), es decir, a mayor nivel de
hemoglobina y hematocrito, el TO COL/ADP estara acortado; hallazgo ya descrito en la
bibliografia (71).

Esta metodologia sencilla se ha utilizado en numerosos estudios de la hemostasia 1* y en
la enfermedad de von Willebrand, donde se ha observado alargamiento de ambos tiempos
de obturacion (68,71). También ha sido utilizado en estudios de enfermedad
cardiovascular (57). Existen escasos estudios en hemofilia, (Wartiovara-Kautto et al. en
en 2011) en los que no detectaban anormalidad en los resultados (respecto a los rangos
de referencia) en una cohorte de pacientes con HA (tanto grave, moderada como leve)
(67); Favaloro et al. en 1999 tampoco encontraron diferencias en un paciente con HA y
otro con Hemofilia C (118); Carcao et al. en 1998 tampoco encontraron anormalidad en
los resultados en 11 pacientes con hemofilia (8 HA y 3 tipo B de diferente fenotipo
hemorragico) y sin administracion de factor en los 6 meses previos al estudio (119);
Fressinaud et al. 1998 tampoco encontraron cambios relevantes en una cohorte de 14
pacientes con hemofilia, 12 tipo A y 2 tipo B, de diferentes fenotipo hemorragico (120);
Griinewald et al., 2002, observaban un alargamiento significativo de ambos tiempos de
obturacion (COL/EPI (p=0,026) y COL/ADP (p=0,049)) en pacientes con hemofilia
severa, tanto A como B, respecto a una cohorte de sujetos sanos (121). En ninguno de
ellos estudiaron la influencia del factor VIII o IX sobres estos pardmetros. Con respecto
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al estudio de Griinewald et al. 2002, sus resultados distan de del resto de estudios y de
nuestros resultados, sin embargo, hay que tener en cuenta que en el caso de COL/ADP,
la significancia encontrada estd muy cercana a la normalidad, y en el caso de COL/EPI,
como hemos mencionado con anterioridad, sus resultados son labiles y sensibles a
multiples factores (como la dieta rica en flavonoides, que lleva a un alargamiento de este
TO (71)).

En el caso de pacientes con EvW se ha utilizado esta metodologia para monitorizar la
respuesta a la administracion de desmopresina o a la combinacion de factores FVIII/FvW
en las formas graves (tipo 3), como en el estudio de Cattaneo et al. de 1999, donde
objetivaban un acortamiento de estos tiempos de obturacion (122), pues son
sensibles/dependientes del FvW (71). Sin embargo, no hemos encontrado en la
bibliografia estudios donde se observe la influencia de la infusion de FVIII (sin la adicion
de FvW) sobre esta medida de adhesion y agregacion plaquetaria.

En definitiva, con esta metodologia no hemos encontrado diferencias significativas entre
nuestros pacientes y los controles, tampoco hemos observado diferencias en relacion a la
administracion de FVIII, por lo que, la funcion plaquetaria seria similar en todos ellos
con nuestros datos. Sin embargo, es posible que realizando este estudio con una muestra
de pacientes mayor pudiesen observarse diferencias significativas en pacientes con HA
severa tras la infusion de FVIII, lo cual podria suponer un mecanismo fisioldgico de union
del FvW al FVIII o bien una menor funcionalidad plaquetaria tras éste.

5.4.4. Funcion plaquetaria mediante Multiplate®

En nuestro estudio, no se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados
respecto a los agonistas ADP, COL, EPI, ASPIy RISTO. En el caso del agonista TRAP,
se observaron diferencias entre el grupo control y los pacientes tras la infusion de factor.
El porcentaje de agregacion con TRAP de los pacientes tras factor fue de 147,62+38,09
U y de 173,16+26,7 U del grupo control (p=0,040). Tras una exhaustiva revision
bibliografica, no obtuvimos datos de estudios de funcidon plaquetaria utilizando este
sistema en pacientes hemofilicos.

De los 5 pacientes en los que se observo una agregacion disminuida al TRAP, 4 de ellos
eran VHC+ (dos de estos cuatro eran ademds VIH+) y el quinto paciente presentaba una
serologia negativa. Si bien, un paciente VHC+ y VIH+ present6 una agregacion de TRAP
dentro de los valores normales.

En varios estudios se ha analizado la relacion del VIH con la funciéon plaquetaria
(alteracion en la expresion de los granulos, la forma y la agregacion plaquetaria). En la
mayor parte de estos estudios se describe una funcién plaquetaria disminuida, como en el
caso del estudio de Haugaard et al. de 2013, donde se observaba disminucion en la
agregacion plaquetaria con sangre total mediante impedancia (y también con otros
métodos como el tromboelastograma) con los agonistas ADP, TRAP, ASPIy COL. En el
caso de TRAP la agregacion era significativamente mas baja en pacientes que no recibian
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tratamiento antirretroviral (123). En la infeccion por virus C estd descrita en la
bibliografia una funcioén plaquetaria disminuida, asociada a veces con una disminucioén
en su nimero. Sin embargo, existen datos contradictorios al respecto, debido al nimero
limitado de pacientes en los estudios, a la heterogeneidad clinica de los pacientes y al uso
de diferentes metodologias para su estudio (124). Por todo ello, podriamos decir que con
esta metodologia el hecho de presentar una serologia positiva a VIH y/o VHC puede
llevar a una respuesta disminuida a TRAP y que la administraciéon de FVIII (tras 15
minutos) incrementa esa baja respuesta a TRAP.

Los agonistas TRAP, ASPI y RISTO HIGH fueron los que presentaron una mayor
respuesta de agregacion en todos los grupos, comportandose como agonistas potentes a
la agregacion plaquetaria.

Los valores representados por los agonistas epinefrina y ristocetina a bajas dosis
supusieron menor cantidad de sujetos en todos los grupos atendiendo a las normas
metodoldgicas del sistema utilizado (la diferencia de la media para que el resultado
obtenido sea fiable debe ser <20%, CV, coeficiente de variacién). Una posible
explicacion a este alto CV en el caso de la ristocetina, es que al utilizar dosis bajas de
agonista, el sistema analizador le resulte dificil su determinacion. La ristocetina a dosis
bajas se utiliza para diagnosticar pacientes con EvW tipo 2B, ya que estos pacientes
presentan una elevada respuesta a dosis bajas de ristocetina. Sin embargo, para el resto
de individuos estas bajas concentraciones de ristocetina provocan una limitada respuesta
de agregacion plaquetaria, lo que explicaria la inestabilidad de estos resultados (125). En
el caso de la epinefrina o adrenalina debido a que ha sido un agonista mas tardio en
incorporarse a esta metodologia (74).

En nuestro estudio, observamos correlacion inversa entre el hematocrito y el ABC en la
agregacion con TRAP (correlacion de Pearson -0,539, p=0,038) en muestras tanto antes
como después de factor. Los estudios realizados que correlacionan el hematocrito con la
funcion plaquetaria mediante Multiplate® no han encontrado asociacion (126,127),
excepto en el estudio de Kuiper et al. en 2017, donde se observo correlacion débil positiva
cuando se utilizaba como agonista ASPI (128). Sin embargo, en el caso del sistema de

impedancia VerifyNow® se ha descrito en varios estudios la correlacion inversa entre
ambos (126,127).

5.4.5. Funcion plaquetaria mediante Chronolog®

El agregémetro de transmision de luz 6 agregometria plaquetaria turbidimétrica sigue
siendo el Gold Standard para el diagnostico de desordenes de funcion plaquetaria. Sin
embargo, presenta muchas dificultades técnicas que hace que sea dificil su
estandarizacion (73). La ISTH elabor6 unas recomendaciones para limitar errores pre-
analiticos, obtencion de PRP y PPP y la dosis de agonista necesaria, el cual podia ser
modificado segun la casa comercial del producto, el sistema analizador utilizado y la
respuesta obtenida (80). En nuestro estudio el agonista TRAP presentdé menor agregacion
(en todos los grupos estudiados por igual) respecto a otros agonistas considerados menos
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potentes (a pesar de haber utilizado las dosis recomendadas por la ISTH); posiblemente
deberiamos haber utilizado mayor dosis de este reactivo.

Se observaron diferencias significativas en la pendiente o velocidad de la agregacion con
ristocetina en el grupo de pacientes. La pendiente de la ristocetina basal fue de
88,06+£16,95 y tras el tratamiento de 78,13+£19,96 (p=0,027). Sin embargo, la agregacion
y el area bajo la curva de la ristocetina no presentaron diferencias estadisticamente
significativas.

En el estudio de Griinewald et al. de 2002, no encontraron diferencias entre hemofilicos
graves (A y B) y controles respecto a los agonistas ADP y epinefrina, sin embargo,
encontraron diferencias significativas cuando utilizaban ristocetina (dosis 1 mg/ml) y
colageno (dosis 1-2 (£ g/ml) como agonistas, siendo menor tanto la pendiente como el %
agregacion en los pacientes con hemofilia severa respecto a los controles sanos (121). En
nuestro estudio observamos resultados contrarios, puesto que los pacientes presentaron
mayor agregacion con el coldgeno que los controles. La pendiente del colageno en
pacientes tras factor fue de 98,26+13,9 y la de los controles de 83,6+20,15 (p=0,028); el
area bajo la curva del coldgeno en pacientes tras factor fue de 442,56+=128,66 y la de los
controles de 344,52+109,82 (p=0,033). Sin embargo, la muestra de los pacientes fue tras
la administracion de factor. No hemos encontrado estudios que evaluen la influencia del
FVIII sobre la agregacion plaquetaria de pacientes hemofilicos con este sistema de
agregacion optica.

5.4.6. Agregacion y activacion plaquetaria mediante citometria de flujo

No existe una definicion homogénea del concepto de plaqueta activada, sin embargo, la
expresion de P-selectina y CD63 se han relacionado con una variedad de patologias con
aumentado riesgo tromboembolico (121). Ademas la P-selectina es considerada por
muchos el marcador gold standard de activacion plaquetaria (82), es por ello, que
incluimos su determinacion en nuestro estudio, en el cual no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (pacientes antes, pacientes después de
FVIII y controles). A pesar de que no se observaron diferencias significativas, si se
observo graficamente que la expresion de CD62p tras TRAP en la muestra basal de los
pacientes era superior tanto a la muestra posterior al factor (con una p cerca de la
significancia estadistica, p=0,052) como a los controles. Lo mismo ocurria con los
agregados plaqueta-leucocito, donde la muestra basal de los pacientes reflejaba
graficamente mayor expresion de los mismos que la muestra posterior y los controles, sin
embargo, nuevamente sin significacion estadistica.

En el estudio de van Bladel et al. de 2011, se estudiaron 34 pacientes con HA, 13 de ellos
grave (3 de los cuales presentaban inhibidor) y 21 con HA moderada-leve, que fueron
caracterizados segiin su cantidad residual de FVIII y el consumo de FVIII anual (no se
tuvo en cuenta la historia clinica hemorragica); no se especificaba la hora de la ultima
infusion de FVIII. También disponian de 21 controles sanos, y todos los grupos eran
mayores de edad. Observaron mayor expresion de P-selectina basal en hemofilicos graves
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(IMF 6.5) que en moderados-leves (IMF 4.2) y grupo control (IMF 3.8), lo cual
relacionaban como una situacién de actividad plaquetaria compensatoria al déficit de
FVIII de estos pacientes. Ademds se obtuvo correlacion inversa entre el FVIII anual
consumido y el nivel de P-selectina en HA graves. Estudiaron, también mediante CMF,
la respuesta a los agonistas ADP y coldgeno, observando mayor de expresion de P-
selectina tras la adicion de ADP en el caso de los pacientes con HA grave respecto al
grupo control (con diferencias significativas) (60). En nuestro estudio, los valores
obtenidos de IMF se situaron en torno a 1.4, esta discrepancia de valores en ambos
estudios podria explicarse porque en nuestro estudio utilizamos menor dosis y diferente
casa comercial del reactivo de p-selectina. Estos resultados distan de los nuestros, pues
no obtuvimos diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, se trata de grupos
de estudio diferentes, pues en nuestro grupo 7 pacientes eran menores de edad, ninguno
presentaba inhibidor y las muestras eran extraidas tras 72 horas de la ultima
administracion de FVIII. No existen publicaciones que estudien en particular el efecto del
inhibidor de FVIII sobre la expresion de p-selectina, sin embargo, es posible que esta
alteracion en la inmunidad supusiese una mayor expresion de p-selectina. En cuanto a la
respuesta al agonista, en nuestro estudio utilizamos TRAP, por lo que no podemos
comparar estos resultados. Tampoco observamos diferencias significativas en la
correlacion entre la expresion de P-selectina y el consumo de FVIII (si bien en nuestro
estudio se analiz6 el consumo de FVIII semanal, en lugar del anual). El estudio de van
Bladel et al. de 2011 finalizé analizando el efecto del FVIII (100 U/dL) tras 15 y 60
minutos de su administracion a 5 de los 13 pacientes con HA severa. A pesar de que los
datos numéricos no aparecen reflejados en el articulo, concluyen que no encontraron
diferencias significativas entre ellos (60). El hecho de que realizaran este estudio en 5
pacientes y nosotros en 16, de las diferencias clinicas existentes entre ambos grupos de
pacientes, y hallamos obtenido el mismo resultado, avala mas la conclusion de que el
FVIII (15 minutos tras su administracion) no influye en la expresion de p-selectina.

Este estudio fue continuado por el mismo grupo holandés, van Bladel et al. de 2014,
donde estudiaron a 33 pacientes con HA grave sin inhibidor y los dividia en 3 grupos
segun el fenotipo hemorragico (segin edad de primer sangrado, score Petterson, n°
hemartros/afio): 13 leve, 12 moderada y 8 grave. Las muestras eran analizadas en el
periodo basal de lavado de 72 horas (en caso de los pacientes en profilaxis o que habian
recibido tratamiento a demanda recientemente) utilizando diferentes agonistas, entre ellos
la trombina. A pesar de que los reactivos, las concentraciones utilizadas de los mismos
(utilizaban dosis de trombina superiores a nuestro estudio), la identificacion plaquetaria
(mediante CD41/61, o lo que es lo mismo, Gp IIbllla) y las unidades de expresion de la
IMF (IMF méxima, ABC, ECso) eran diferentes a las utilizadas en nuestro estudio, no
observaron, al igual que nosotros, diferencias significativas en la expresion de P-selectina
con todos los agonistas utilizados. Tampoco se observd correlacion entre ésta y el
consumo anual de FVIII, por lo que, concluian que no existia modulaciéon de la
hemostasia 1* en funcién del fenotipo hemorragico de los pacientes con HA grave (61).
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En 2014 este mismo grupo, van Bladel et al., realiz6 un segundo estudio en 8 pacientes
mayores de edad con HA grave en tratamiento profildctico y sin enfermedad
cardiovascular, que iban a ser intervenidos de forma electiva. Se estudi6 la muestra basal
(pero no del periodo de lavado) y la muestra tras 15 y 60 minutos de la infusion de 50 Ul
FVIII/Kg. A pesar de que no se realizé tiempo de lavado, los valores de FVIII fueron
parecidos (0,7 (0,0-3,9)) a los de nuestro estudio. Se observo menor expresion basal de
plaquetas p-selectina positivas tras 15 y 60 minutos de FVIII, sin embargo no se
observaron diferencias tras la adicion de TRAP. El nivel de FvW y ADAMTS-13
disminuyd tras 15 minutos de la administracion de factor. Se concluia que una sola
infusion de FVIII en pacientes con HA modifica la hemostasia 1* (FvW, ADAMTS-13 y
activacion plaquetaria) tras su infusion, posiblemente como consecuencia de la union del
FVIII con el FvW (como parte del mecanismo fisioldgico habitual), influyendo en su
aclaramiento asi como en el de las plaquetas secundariamente (62).

En 2002, Griinewald et al., no observé diferencias significativas en la expresion de p-
selectina y CD63 plaquetarios (tanto basal como tras la adicion de TRAP-6) entre 21
pacientes con hemofilia severa, tanto A (13 pacientes) como B (8 pacientes), con mediana
de edad de 33 afios, en los cuales solo 3 pacientes estaban en régimen profilactico, y 21
controles con mediana de 30 afios. En este estudio no se especificaba el momento tras la
ultima dosis de factor VIII o IX. Al igual que en nuestro estudio se observaba un relevante
aumento de la expresion de CD62p y CD63 tras la adicion de TRAP-6 (de hecho
utilizaban la misma dosis de TRAP que nosotros) en ambos casos, sin embargo, este
aumento era similar en ambos grupos de estudio, no observando diferencias significativas
(121).

El grupo de Wartiovaara et al. de 2011, no detectd diferencias en la expresion de p-
selectina (basal y tras adicion de colageno) en una cohorte de 20 pacientes con HA (17
graves, | moderada y 2 leves), donde 7 pacientes se encontraban en profilaxis y no todos
cumplian el objetivo inicial de analizar la muestra en el periodo de lavado de 72 horas
(los niveles basales de FVIII estuvieron comprendidos entre 1-37%). A pesar de utilizar
otro agonista, dosis diferente de p-selectina, presentar una cohorte de pacientes
heterogénea y un nivel de FVIII basal superior al de nuestro estudio, tampoco encontraron
diferencias significativas en la expresion de p-selectina (67).

En el modelo de raton hemofilico, estudiado por Teyssandier et al. en 2012, no se
observaron diferencias en la expresion de p-selectina tanto en muestra basal como tras
adicion de TRAP-4, respecto al modelo raton sano (129).

Los agregados plaqueta-leucocito suponen otro marcador de activacion plaquetaria, mas
sensible que la expresion de P-selectina segun Michelson et al. en 2001, ya que pueden
detectarse en sangre hasta 30 minutos después de la activacion plaquetaria, en cambio, la
p-selectina rapidamente desaparece de la superficie plaquetaria (109). Se han realizado
numerosas publicaciones en relacion a la enfermedad cardiovascular, como el estudio de
Furman et al. de 1998, donde observaban mayor expresion de agregados plaqueta-
leucocito en pacientes con enfermedad arterial coronaria estable respecto a un grupo
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control (130), o el caso de Michelson et al de 2001, donde presentaban mayor expresion
en el caso de pacientes con IAM (109). Los agregados plaqueta-FT suponen una medida
indirecta de los agregados plaqueta-leucocito, puesto que son los leucocitos los que
expresan el FT (131). Tras una revision bibliografica exhaustiva, no encontramos
referencias que relacionaran estos agregados con la Hemofilia.

Con los datos obtenidos en este apartado de nuestro estudio, no observamos defectos en
la secrecion de los granulos & (CD62/p-selectina) y 8 (CD63), ni en la formacion de
agregados plaqueta-leucocito ni plaqueta-FT, por lo que a este respecto no parece existir
una activacion plaquetaria compensatoria en pacientes con HA severa en régimen
profilactico.

5.4.7. Correlacion entre los analizadores utilizados para el analisis de funcion
plaquetaria

Con la metodologia utilizada en nuestro estudio existe escasa correlacién entre los
diferentes analizadores. La falta de correlacion de resultados entre los diferentes sistemas
analizadores es conocida y refleja que cada método estudia un aspecto de la funcion
plaquetaria (73,81). Sin embargo, existe algin estudio, como el de Meen et al. de 2012,
donde se observa correlacion entre la agregacion optica y la impedancia utilizando ADP
como agonista (132), como en nuestro estudio, donde s6lo observamos una buena
correlacion entre la agregacion Optica e impedancia cuando utilizdbamos ADP como
agonista.

Curiosamente, los valores del TO COL/ADP en las muestras después de la administracion
de FVIII presentaban correlacion con la mayor parte de los agonistas utilizados con el
sistema multiplate. No hemos encontrado datos a este respecto.

5.4.8. Estudio de microparticulas plasmaticas

La dificultad de la medicién de las microparticulas es conocida y ha sido reflejada en
muchas publicaciones, por lo que algunos grupos de trabajo y la ISTH han aportado
recomendaciones al respecto, a pesar de ello, en la actualidad sigue siendo necesaria una
estandarizacion mundial de la técnica para su correcta interpretacion. Procesos que
pueden influir en las misma varian desde la extraccion de la muestra, el tipo de muestra
que utilicemos (sangre total, PPP, PRP) su manipulaciéon u agitacion, el tipo de
anticoagulante utilizado, la centrifugacion, el tipo de aparato de medida utilizado, su
calibracion y limpieza del mismo, el tamafio de los beads utilizados, etc. Todo ello ha
supuesto variaciones de 190 a 90.000 MPs/uL si analizamos la bibliografia mas reciente
con los primeros estudios (133) y de microparticulas de origen plaquetario (PMPs), de
100 a 4.000/uL. En el estudio de Robert et al. de 2009, se estandariz6 el método de medida
utilizando el citdmetro tipo Cytomics FC500 Beckman-Coulter en diferentes laboratorios
observando un valor medio de 656 PMPs/uL en hombres y 1.775 MPs/uL en mujeres,
diferencias significativas entre ambos grupos que fueron explicadas por la influencia de
los estrogenos (fase lutea del ciclo ovarico) en la formacion de plaquetas (95).
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A pesar de que la ISTH desarroll6 unas recomendaciones para el andlisis de las MPs
(107), en la actualidad no existen guias estandarizadas a nivel mundial, por lo que, cada
laboratorio utiliza su metodologia y sus rangos de normalidad. Los datos publicados
indican que existe gran variabilidad en la cantidad de MPs que debe tener un individuo,
independientemente de que esté sano o enfermo (53).

Los datos obtenidos en nuestro estudio objetivaron diferencias significativas entre los
pacientes y los controles, los pacientes antes del factor presentaron menor cantidad de
microparticulas totales (434,06+245,13/uL) que los controles (633,42+258,28/ul)
(p=0,042). Se observ también menor cantidad de MPs CD62+ en los pacientes, tanto en
muestra basal (323,8+46,57/uL) como tras factor (336,86+£34,48/uL), que los controles
(483,35+200,63/uL) (p=0,032; p=0,028 respectivamente). Esto supone que los pacientes
con hemofilia A tienen menor cantidad de MPs, independientemente de la infusion de
factor, que los controles. Resultado similar al del estudio de Mobarrez et al. en 2013, que
se comentard mas adelante.

También se ha descrito gran variabilidad en la cantidad de MPs respecto a la edad, aunque
se ha publicado que individuos mas jovenes (<18 afios), sanos o con hemofilia (grave,
moderada o leve), presentaban mayor nivel de MPs y también en aquellos pacientes con
HA que presentaban un episodio agudo de sangrado (102). En nuestro estudio no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en cantidad de MPs en cuanto a la
edad tanto antes (mayores de 18 afios presentaron 488,22 + 281,81 y menores de 18 afios
352+167,28, con una p=0,312) como después de la administracion de factor (mayores de
18 afios presentaron 540,625+150,46/ul y menores de 18 afios 398,5+108,448/uL, con
un p=0,074), y tampoco en cuanto a las MPs de origen plaquetario (tanto antes como
después de factor), ya fuesen CD41+ o CD62+. Sélo observamos diferencias en la
muestra basal de los pacientes, donde aquellos pacientes mayores de 18 afios presentaban
mayor cantidad de MPs CD144+ (3,33+1,87) respecto a los menores (0,33+0,516),
(p=0,001), hallazgo que no se observod tras la administracion de factor. No podemos
comparar los valores absolutos de los resultados de Proulle et al. de 2005 con los de
nuestro estudio, puesto que su sistema de analisis y la cantidad de MPs expresada es
diferente a la nuestra (la que utilizamos en nuestro estudio estd mas estandarizada) y
ademas tampoco estudiaron las MPs de origen endotelial. Quiza el hecho de la gran
heterogeneidad clinica pueda ser una explicacion a la discrepancia de los resultados
respecto a los nuestros (102).

En nuestro estudio no observamos diferencias estadisticamente significativas en la
cantidad de MPs totales y las de origen plaquetario entre los pacientes (antes y después
del factor). El grupo de pacientes de nuestro estudio era un grupo homogéneo respecto a
su enfermedad de base, es decir, todos presentan Hemofilia A severa. Este motivo podria
ser la explicacion de por qué no observamos diferencias en la cantidad de MPs totales y
de origen plaquetario observadas entre los pacientes. En el abstract publicado en el
congreso de ASH de Qin et al. de 2014, observaron mayor nivel de MPs plaquetarias en
10 pacientes con HA grave con expresion de fenotipo leve respecto a 21 pacientes con
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fenotipo grave (los 31 pacientes tratados a demanda) y a 17 controles; ademas observaron
menor cantidad de MPs a los 3 meses de inicio de tratamiento profilactico en 11 pacientes
(105). En el siguiente abstract de este mismo grupo, Zhou et al. en 2015, observaron
mayor nivel de MPs plaquetarias en 12 pacientes con HA grave con fenotipo hemorragico
leve respecto a 197 con pacientes con fenotipo grave; no encontraron diferencias respecto
a los controles (106). En estos dos trabajos no se estudiaron MPs de origen diferente al
plaquetario. En el abstract de Artoni et al. del ASH de 2007, observaron mayor cantidad
de MPs de origen plaquetario y MPs que expresaban FT en 50 pacientes con HA grave
(muestra extraida en periodo de lavado 72h) respecto a 37 con HA leve y a 20 controles
(134). En estos 3 trabajos no se especificaba la medida de las MPs ni el citometro utilizado
por el cual no podemos compararlo con nuestros resultados.

Nuestros pacientes presentaron menor cantidad de microparticulas CD144+ tras factor
(1£0,321) que en la muestra basal (2,13+0,54) (p=0,013). La disminucién de
microparticulas endoteliales tras el tratamiento también se observd en el estudio de
Mobarrez et al. en 2013. En este estudio se determinaba la variacion de las MPs 30
minutos después de la infusion de FVIII (tras > 20 horas de la ultima infusion de factor)
en 18 pacientes con HA severa (edad media 29.5 afios) que estaban en tratamiento a
demanda y no presentaron episodios de sangrados internos graves. Ademas de la
disminucion (tras la infusion de factor) de MPs endoteliales (CD144+) también se
observaba disminucion de las MPs totales y de origen plaquetario (CD42+), que se
interpretaban como inclusion de estas MPs en el trombo plaquetario. Se detecté menor
cantidad de microparticulas en los pacientes respecto al grupo control (aunque este dato
no aparecia reflejado en el articulo), al igual que en nuestro articulo. El citometro utilizado
en este estudio (Beckmann Coulter Gallios) era de similares caracteristicas al nuestro
(Beckmann Coulter Navios) y el procedimiento también (utilizaban PPP y 2
centrifugaciones 2000xg x20 minutos para su almacenado), aunque utilizaban un
anticuerpo monoclonal diferente para la identificacion de las MPs de origen plaquetario
(CD42+) y no se determino la P-selectina (103). Respecto a nuestro estudio, la poblacion
era diferente en cuanto a la gravedad de la hemofilia y por tanto, el tratamiento recibido;
sin embargo, la edad era parecida (mediana 29,5 versus 24,5 afios en nuestro estudio). A
pesar de que la metodologia fuese similar, el hecho de que en estos pacientes se
recogiesen las muestras tras un episodio hemorragico y el que se analizasen tras un afio
de almacenado podria ser la explicacion de por qué el recuento de MPs/uL en este estudio
fue superior al observado en nuestra poblacion (ver tabla 30).
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Tabla 30. Comparacion del estudio de Mobarrez et al. y el nuestro.

Comparaciéon MPs MPs MPs MPs MPs

estudio de MPs totales?

totales! plaquetarias' | plaquetarias® | endoteliales' | endoteliales’

M 1 X
obarrez ye (Il /”L) (n"/p.L) (nﬂ/uL) (n"/uL) (Ilo/l.l.L)

nuestro
BASAL 2373618  434,06+245,13 1316+331 277,66+44,98 107+13 2,13+0,54
FVIIIL 1015221  479,71+£148,46 602+134 325,13+35,83 78+12 1£0,32
p* <0,01 0,402 <0,01 0,388 <0,05 0,013
(1) Mobarrez et al. (2) estudio actual. MPs plaquetarias: Mobarrez et al. CD42+ ; nuestro estudio CD41+;
p: grado de significancia.

(n®/puL)

Cuando revisamos en la bibliografia la respuesta a diferentes tratamientos, tras la infusion
de inmunoglobulinas que potencian la P-selectina aumentaron la cantidad de las MPs y
mejord la clinica hemorragica en el caso del modelo murino hemofilico (97), tras la
administracion de desmopresina en la enfermedad de von Willebrand tipo 1 (101) y en
pacientes con HA leve en el abstract del ASH en 2007 (134), tras la administracion de
FVlIra en pacientes con HA (en régimen profilactico y otros a demanda) en el estudio de
Proulle et al. de 2004 (104). Si bien, en nuestro estudio no observamos aumento del
nimero de MPs tras la administracion de FVIII en pacientes con HA en tratamiento
profilactico.

Hasta el momento no existe ningiin estudio publicado en pacientes con HA grave en
tratamiento profilactico sin clinica hemorragica en el momento del estudio que estudie las
microparticulas plasmaticas.

5.4.9. Analisis de la movilizacion de calcio citosolico en plaquetas mediante
citometria de flujo

El Ca?" libre intraplaquetario se ha utilizado en el estudio funcional de plaquetas y en la
monitorizacion de terapias con antagonistas plaquetarios (135).

Las concentraciones de Ca’" en una plaqueta en reposo son aproximadamente 0,1
mol/L. Tras la estimulacion plaquetaria con agonistas como ADP o trombina, se produce
un aumento rapido de estas concentraciones llegando a niveles 10 veces superior a su
concentracion en situacion de reposo, relacionandolo con procesos plaquetarios como el
cambio de forma, la adhesion y la agregacion (135). De hecho, constituye uno de los
primeros pasos de su activacion, pudiendo observarse una maxima respuesta alrededor de
los 30 segundos, con la consiguiente alcalinizacion del citoplasma plaquetario y la
despolarizacion de la membrana (136), como ocurre en nuestro estudio donde observamos
en todos los grupos un rapido aumento del calcio intracelular y un descenso posterior de
la sefial a partir de los 30 segundos, aunque sin volver a la situacion previa de la adicion
del agonista.

El tipo de agonista utilizado y la concentracion del mismo determinaran el porcentaje, la
intensidad de la respuesta plaquetaria (si la dosis del agonista es elevada la respuesta de
las plaquetas es homogénea y elevada en todas ellas) y la vuelta a la situacion basal de la
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misma (78,135). En nuestro estudio, utilizamos los agonistas trombina (agonista
plaquetario fisioldgico més potente) y ADP (agonista plaquetario fisioldgico mas débil),
que son los mas utilizados para medir este pardmetro (135,136), sin observar diferencias
significativas entre los grupos estudiados.

En el caso de la trombina se han utilizado previamente dosis variables segun el estudio,
entre 0,01 y 1 U/ml, mientras que en el caso del ADP oscila entre 10 y 10° mol/L,
utilizando la ratio de IMF como expresion de los resultados (135,136). En nuestro estudio
se utilizo una concentracion de 10 mM tanto de TRAP como de ADP, utilizando un solo
fluorocromo, por lo que no podemos comparar los valores numéricos de nuestros
resultados con estos estudios.

Como hemos comentado anteriormente, la modulacion del Ca?" libre intracelular en las
plaquetas se realiza a través de las proteinas Orail ( que regula la entrada de Ca** de fuera
de la célula a través de la membrana plasmatica) y STIM1 (que regula la liberacion de
granulos de Ca** del sistema tubular intracelular provocado por el IP3 (inositol-1,4,5-
trifosfato)(50).

La liberacion transitoria de calcio probablemente corresponde a la originada del sistema
tubular intracelular provocado por el IP3. La respuesta elevada de calcio con dosis bajas
de agonistas se ha relacionado con la presencia de calcio en el exterior de la célula y en
el caso de agonistas a dosis altas esta respuesta puede suceder sin la necesidad del calcio
fuera de la célula (135).

A pesar de que no se observaron diferencias significativas entre los grupos estudiados, en
el caso del uso de ADP como agonista pudo observarse , que el nivel de liberacion de
calcio fue similar entre el grupo control y los pacientes hemofilicos tras la infusion de
factor VIII, aunque sin embargo, fue inferior en la muestra basal de los pacientes. Cuando
se utilizo TRAP como agonista, se encontré6 que los controles presentaron una mayor
respuesta a la liberacion de calcio que los pacientes (tanto antes como después de la
administracion de factor VIII). Quiza estos resultados indiquen que los pacientes
presentan menor nivel de Ca®" extracelular disponible para poder utilizar cuando el
agonista actia a concentraciones no muy elevadas, si bien, en nuestro estudio las
diferencias reflejadas en la grafica no presentaron significacion estadistica.

Tras una exhaustiva revision bibliografica, no hemos encontrado trabajos que analicen el
calcio intraplaquetario en pacientes con hemofilia. Este seria el primer estudio en el que
se analiza el calcio intraplaquetario en pacientes con hemofilia. No hemos observado
diferencias significativas en la respuesta de Ca®" intraplaquetario a ADP y trombina en
relacion con la infusion de FVIII ni en comparacion con una cohorte de sujetos sanos.
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6. CONCLUSIONES

1. En nuestro estudio no hemos encontrado alteracion de la funcién plaquetaria en
pacientes con Hemofilia A grave en tratamiento profilactico. No se ha observado
tampoco afectacion de la misma en relacion a la infusion de FVIIL

2. Los pacientes presentaron tras la administracion de FVIII, menor cantidad de

microparticulas de origen endotelial, por lo que este tratamiento no aumenta uno de los
posibles marcadores de riesgo trombotico en estos pacientes.

3. Lacantidad de microparticulas plasmaticas totales y las de origen plaquetario estuvieron
disminuidas en pacientes con Hemofilia A respecto a sujetos sanos.

4. No consideramos indicado en la practica clinica habitual la realizacion de estudios de
agregacion plaquetaria en pacientes con Hemofilia A grave en régimen profilactico.
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Anexo

9.1.ANEXO 1. Informe del Comité Etico de Investigacién Clinica

Considera que el ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio

de 2015, de Investigacion Biomédica y su realizacion es pertinente.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetos

del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la
compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion

en el estudio.

El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los

postulados éticos.

La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a

cabo el estudio.

Por todo lo anterior, este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.
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9.2.ANEXO 2. Hoja de recogida de datos clinicos

Anexo

Edad Peso Tensioén arterial
(fecha nacimiento) (Kg) (mmHg)
T O O |1 Sistdlica | _| | |
Diastodlica |_|_|_|

Edad al diagnéstico

% FVIIl

Tipo mutacién

Heredada o de novo

Edad 1° sangrado N° hemartros N° hemartros
y severidad en su vida Articulacién diana? <3 meses
Edad |:’ sl |:|
Severidad |:’ No |:’
infeccion
¢VIH/ TRATAMIENTO? ¢VHB/TRATAMIENTO? | (VHC/TRATAMIENTO? ¢AI9Un tibo Infex
si/sl /] si/sl /] sust [ /]| s []
no/no [ ]/ ] no/no [ ]/[ ] no/no [ J/[ ]| w0 []
sizno [ /][] sizno [ ]/ ] si/no [ ]/[ ]

¢Episodio trombético alguna vez? | ¢Episodio trombético <3 meses?

sl
NO

s []
no [ ]

Sl

NN} En

NO

¢ Tratamiento crénico habitual (exceptuando el FVIII)?

;Cual? ¢Hatomado AINEs < 15 dias?
SI I:l sI I:l
NO l:l NO l:l
¢Fecha inicio? Dosis y frecuencia mrmm-m? E0ilinto Scls  cessparéols
\Ita o baja respuesta e
2/semana |:] Sl |:| NO [:] O ol ] O Y
L SO | [}

s ] aar[ ] saiaRl ] | |yl
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9.3.ANEXO 3. Hoja de informacion y consentimiento informado

HOJA DE INFORMACION PARA PACIENTES
INVITACION A PARTICIPAR EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION

Su médico ha confirmado que padece una enfermedad llamada Hemofilia A que le esta siendo
controlada regularmente. Se le ofrece la posibilidad de participar en el proyecto de investigacion
titulado: “Estudio de la funcion plaquetaria y microparticulas plasmdticas en hemofilia A”
que esta siendo realizado por el Dr. Faustino Garcia Candel del Servicio de Hematologia y
Hemoterapia y que ha sido ya evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia.

Las regulaciones locales requieren el consentimiento informado antes de que usted participe
en este proyecto de investigacion para que pueda comprender la naturaleza, los beneficios
y los riesgos de la participacion. Entonces usted puede decidir si participa o no de una manera
voluntaria ¢ informada. La firma del formulario de consentimiento indicard que usted ha
sido informado y que otorga su consentimiento.

Este formulario de consentimiento puede contener palabras que usted no comprenda. Por
favor, pidale al médico que participa en el proyecto de investigacion o a su personal que le
explique cualquier palabra o informacion que no le quede clara. Su decision de participar
en este proyecto de investigacion es voluntaria. Esto significa que usted puede decidir
libremente si participa o no en el mismo.

Usted puede abandonar este proyecto de investigacion en cualquier momento y sin tener
que informar del motivo. Usted puede llevarse a casa una copia sin firmar de este formulario
de consentimiento para pensar sobre el mismo o comentarlo con familiares o amigos antes de
tomar su decision.

ANTECEDENTES

La hemofilia es considerada una enfermedad rara. La incidencia anual es de 1 entre 5.000
nacimientos en varones y la prevalencia en la poblacion se estima en 1 entre 12.000.

Se trata de una enfermedad genética recesiva ligada al cromosoma X. La hemofilia afecta a los
varones, pero las mujeres portadoras de la mutacion también pueden presentar una forma
minoritaria de la enfermedad. Esta alteracion genética provoca un defecto en la hemostasia,
debido al déficit de factor VIII en el caso de la hemofilia A o de factor IX si hablamos de la
hemofilia B.

Actualmente, segin la actividad del FVIII, se clasifica la hemofilia A en 3 tipos: severa
(actividad del FVIII <1%), moderada (1-5%) y leve (6-40%). El aparato locomotor, en
particular, las articulaciones son el territorio mas afecto en esta enfermedad. Cuando la clinica
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es grave (hemorragias importantes), los pacientes reciben régimen de profilaxis; en este caso,
podria generarse un inhibidor que complicaria la respuesta a este régimen.

Parece ser que ademas de la actividad de los factores VIII y IX, en la hemostasia de los pacientes
hemofilicos el papel de las células (plaquetas, leucocitos, endotelio) y de las microparticulas es
importante.

({CUALES EL OBJETIVO DE ESTE PROYECTO DE INVESTIGACION?

En este estudio intentamos estudiar el perfil de la microparticulas plasmaticas y analizar la
reactividad plaquetaria en la Hemofilia A.

POR QUE SE LE HA PEDIDO QUE PARTICIPE?
Se le pide su participacion en este estudio ya que ha sido diagnosticado de Hemofilia A.

(EN QUE CONSISTE SU PARTICIPACION? ;QUE TIPO DE PRUEBAS O
PROCEDIMIENTOS SE LE REALIZARAN?

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos 36 ml de sangre en 2 extracciones (18
ml + 18 ml). Asi mismo, se recogeran los datos de la historia clinica pertinentes para la
extrapolacion de los resultados.

La participacion en el presente proyecto no supone ninguna alteracion del tratamiento que esté
llevando (si lo tiene) y todo tratamiento que se le pueda poner a partir de los estudios clinico-
bioquimicos que se le realicen sera siempre bajo criterio médico.

Esto significa que usted no serd visitado con mas frecuencia de lo normal ni tomard ninguna
otra medicacion/tratamiento que la que tomaria normalmente. La participacion en este
proyecto de investigacion no influird en la eleccion del médico de su tratamiento.

En el proceso de donacion de muestras biologicas sera de aplicacion la Ley 14/2007 de 3 Julio
de Investigacion Biomédica y conforme a la cual, previa a la firma del consentimiento para la
utilizacion de una muestra biologica con fines de investigacion biomédica recibira la
informacion que se detalla en el capitulo III de la ley citada referente a la finalidad, beneficios
esperados, posibles inconvenientes, identidad del responsable, derecho de revocacion del
consentimiento, lugar de realizacion de los analisis y destino de las muestras, derecho a conocer
los datos genéticos, garantias de confidencialidad, conservacion de los datos y muestras, acceso
a datos y derecho a no ser informado. Para ello se le entregard una hoja de informacion sobre la
donacion de muestras biologicas que podra leer detenidamente asi como preguntar las dudas
que le surjan previo a la firma del consentimiento especifico para dicha donacion.

({CUALES SON LOS RIESGOS GENERALES DE SU PARTICIPACION EN ESTE
PROYECTO DE INVESTIGACION?
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No se prevé ningun riesgo adicional para usted ya que realizaremos la extraccion de muestras
de sangre sefaladas aprovechando alguna de las extracciones de muestras que se realizan como
practica clinica habitual en este tipo de enfermedad.

(CUALES SON LOS BENEFICIOS DE SU PARTICIPACION EN ESTE PROYECTO
DE INVESTIGACION?

Es muy posible que los resultados obtenidos en esta investigacion tengan poco valor diagnostico
o predictivo para usted, pero podrd ayudar a conocer mejor su enfermedad y mejorar el
prondstico y el tratamiento de futuros pacientes.

(QUE PASARA SI DECIDE NO PARTICIPAR EN ESTE PROYECTO DE
INVESTIGACION?

Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. En caso de que decida no participar
en el estudio, esto no modificara el trato y seguimiento que de su enfermedad realicen ni su
médico ni el resto del personal sanitario que se ocupa de su enfermedad. Asi mismo, podra
retirarse del estudio en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones.

COSTES Y COMPENSACION POR SU PARTICIPACION EN ESTE PROYECTO DE
INVESTIGACION.

A usted no le supondra ningun coste la participacion en el proyecto de investigacion, tampoco
recibird compensacion econdémica alguna por su participacion en el mismo.

A QUIEN PUEDO PREGUNTAR EN CASO DE DUDA?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para su participacion.

Asimismo, podra solicitar cualquier explicacion que desee sobre cualquier aspecto del proyecto
de investigacion y sus implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador
principal del proyecto, el Dr. Faustino Garcia Candel en el teléfono 968 369532.

CONFIDENCIALIDAD

Los investigadores responsables de la investigacion se comprometen a asegurar la intimidad y
confidencialidad de los datos de caracter personal de los sujetos que participen en el estudio, de
conformidad a la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento
de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de
la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y
documentacion clinica y documentos contenidos en el archivo.

Todas las muestras biologicas y todos los resultados analiticos se anonimizaran utilizando

etiquetas con un nimero de codigo unico. Toda la informacién de investigacion biologica

obtenida de sus muestras serd estrictamente confidencial y no se usard para ningun otro
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proposito fuera de los del proyecto, accediendo unicamente a la informacidon obtenida los
investigadores responsables.

{QUE PASARA CON LAS MUESTRAS BIOLOGICAS OBTENIDAS DURANTE LA
INVESTIGACION?

Tal como recoge la Ley de Investigacion Biomédica de 3 de Julio de 2007, “La donacién y la
utilizacion de muestras bioldgicas humanas sera gratuita, cualquiera que sea su origen
especifico, sin que en ningun caso las compensaciones que se prevén en la ley tengan un caracter
lucrativo o comercial. La donacion implica, asi mismo, la renuncia por parte de los donantes a
cualquier derecho de naturaleza econdmica o de otro tipo sobre los resultados que pudieran
derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con dichas
muestras biologicas”. Los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a
partir de su muestra y de muchas otras pretenden ayudar al avance médico.

La titularidad de los resultados de la investigacion realizada con las muestras correspondera a
los investigadores responsables.

Las muestras para uso de investigacion seran recogidas y procesadas de acuerdo con el Capitulo
3 del Titulo 5 de la Ley 14/2007 de 3 de Julio de Investigacion Biomédica.

Los productos bioldgicos que se generen en este estudio, se podran mantener en el Biobanco de
la Region de Murcia para ser utilizadas para cualquier otra investigacion futura y para ello, se
le entrega junto con esta informacion Hoja de informacion y autorizacion especifica del
Biobanco (Anexo I).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES ADULTOS

Titulo del Proyecto: Estudio de la funcion plaquetaria y microparticulas plasmaticas en
hemofilia A.

Investigador principal: Dr. Faustino Garcia Candel

Servicio: Hematologia y Hemoterapia

Yo, he sido informado

por el Dr. , investigador del proyecto de investigacion arriba

mencionado, y declaro que:

- He leido la Hoja de Informacion que se me ha entregado

- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio
Comprendo que mi participacion es voluntaria

Comprendo que todos mis datos serdn tratados confidencialmente
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Con esto doy mi conformidad para participar en este estudio,

Paciente Firma Fecha
(Nombre completo en
mayusculas del paciente)

161



Representante legal Firma
(si el paciente es un menor o

legalmente autorizado para

actuar como representante

personal para firmar por

nombre del paciente)

Testigo Firma
(si el paciente otorga

consentimiento oral, no firmado)

Investigador Firma
(persona que conduce la
obtencion del Consentimiento

Informado)

Nombre de la persona Firma
que presenta/ explica el

documento.
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(Rellenar so6lo en caso de que
aplique. Si es la misma persona
que quién obtiene el CI, no es

necesario rellenar este campo)

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES PEDIATRICOS (EDADES
12-17 ANOS)

Titulo del Proyecto: Estudio de la funcion plaquetaria y microparticulas plasmaticas en
hemofilia A.

Investigador principal: Dr. Faustino Garcia Candel

Servicio: Hematologia y Hemoterapia

Yo, he sido informado

por el Dr. , investigador del proyecto de investigacion arriba

mencionado, y declaro que:

He leido o me han leido la Hoja de Informacion que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

He recibido suficiente informacion sobre el estudio

Comprendo que mi participacion es voluntaria

Comprendo que todos mis datos serdn tratados confidencialmente
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos
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Con esto doy mi conformidad para participar en este estudio,

Paciente Firma Fecha
(Nombre completo en

mayusculas del paciente)

Representante legal Firma Fecha
(legalmente autorizado para

actuar como representante

personal para firmar por

nombre del paciente)

Testigo Firma Fecha
(si el paciente otorga

consentimiento oral, no firmado)

Investigador Firma Fecha
(persona que conduce la
obtencion del Consentimiento

Informado)
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Nombre de la persona Firma Fecha
que presenta/ explica el

documento.

(Rellenar so6lo en caso de que

aplique. Si es la misma persona

que quién obtiene el CI, no es

necesario rellenar este campo)

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES MENORES DE EDAD

Titulo del Proyecto: Estudio de la funcion plaquetaria y microparticulas plasmaticas en
hemofilia A.

Investigador principal: Dr. Faustino Garcia Candel

Servicio: Hematologia y Hemoterapia

Yo, he sido informado

or el Dr. , investigador del proyecto de investigacion arriba
p g proy g

mencionado, y declaro que:

- He leido la Hoja de Informacion que se me ha entregado
- He podido hacer preguntas sobre el estudio

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio
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Comprendo que la participacion de mi hijo/a es voluntaria

Comprendo que todos los datos de mi hijo/a seran tratados confidencialmente
Comprendo que mi hijo/a puede retirarse del estudio:

- Cuando quiera

- Sin tener que dar explicaciones
- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos

Con esto doy mi conformidad para que mi hijo/a participe en este estudio,

Representante legal Firma Fecha
(si el paciente es un menor o

legalmente autorizado para

actuar como representante

personal para firmar por

nombre del paciente)

Investigador Firma Fecha
(persona que conduce la
obtencion del Consentimiento

Informado)

Nombre de la persona Firma Fecha
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que presenta/ explica el
documento.

(Rellenar so6lo en caso de que
aplique. Si es la misma persona
que quién obtiene el CI, no es

necesario rellenar este campo)

Si solo un progenitor/tutor firma este documento, por favor complete la siguiente casilla:

Confirmo que el otro progenitor ha sido informado de la participacion de nuestro hijo y

Si

no s€ oponc

HOJA DE INFORMACION PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS
BIOLOGICAS (SANGRE) PARA INVESTIGACION BIOMEDICA EN PACIENTES
ADULTOS

IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente muestras bioldgicas
(sangre) sin que ello suponga ningun riesgo afiadido para su salud ni comprometa un correcto
diagnostico y tratamiento para usted. La principal via de obtener dichas muestras es la
utilizacion de las muestras sobrantes de las extracciones que se hacen con fines diagnosticos.
Parte de la muestra no es necesaria para el correspondiente estudio y para establecer un
diagnostico y por ello, es normalmente destruida. Dichas muestras bioldgicas (sangre) seran
utilizadas en el proyecto de investigacion biomédica titulado: “Estudio de la funcion
plaquetaria y microparticulas plasmdticas en hemofilia A” que esta siendo realizado por el
Dr. Faustino Garcia Candel del Servicio de Hematologia y Hemoterapia y que ha sido ya
evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia.

Asi mismo, se recogeran los datos de la historia clinica pertinentes para la extrapolacion de los
resultados.

Las regulaciones locales requieren el consentimiento informado antes de que usted done
voluntariamente muestras bioldgicas para que pueda comprender la naturaleza, los beneficios
y los riesgos de la donacion. Entonces usted puede decidir si dona o no de una manera
voluntaria e informada. La firma del formulario de consentimiento indicara que usted ha
sido informado y que otorga su consentimiento.
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Es importante que lea detenidamente esta hoja de informacion al paciente, que entienda su
contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que crea preciso
acerca de la misma.

OBJETIVO

El avance de la ciencia y de la medicina exige la realizacion de investigacion sobre muestras
humanas, ya sea de donantes sanos o de enfermos.

La finalidad de esta donacion de muestras bioldgicas (sangre) es el estudio de las células y
microparticulas sanguineas, importantes en la hemostasia de los pacientes hemofilicos, con el
fin de que los avances obtenidos puedan trasladarse lo antes posible a la practica clinica.

(EN QUE CONSISTE LA DONACION?
Le solicitamos permiso para la donacidn con fines cientificos de 18 ml de sangre.

En el proceso de donacion de muestras biologicas serd de aplicacion la Ley 14/2007 de 3 Julio
de Investigacion Biomédica y conforme a la cual, previa a la firma del consentimiento para la
utilizacion de una muestra biologica con fines de investigacion biomédica recibirda la
informacion que se detalla en el capitulo III de la ley citada referente a la finalidad, beneficios
esperados, posibles inconvenientes, identidad del responsable, derecho de revocacion del
consentimiento, lugar de realizacion de los analisis y destino de las muestras, derecho a conocer
los datos genéticos, garantias de confidencialidad, conservacion de los datos y muestras, acceso
a datos y derecho a no ser informado. Para ello se le entrega una hoja de informacion sobre la
donacion de muestras biologicas que podra leer detenidamente asi como preguntar las dudas
que le surjan previo a la firma del consentimiento especifico para dicha donacion.

;CUALES SON LOS RIESGOS GENERALES DE LA DONACION?

No se prevé ningun riesgo o molestia adicional para usted ya que tnicamente va a autorizar la
investigacion con muestras bioldgicas (sangre) sobrantes, que de otra forma se desecharian.
Para la obtencion de este material, no se llevara a cabo ninguna prueba o intervencion distinta
de aquella en la que se obtiene la muestra bioldgica (sangre) para su estudio.

La donacion de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo mas frecuente es la aparicion de
pequefios hematomas en la zona de puncion que desaparecen transcurridos 1 6 2 dias.

BENEFICIOS ESPERADOS

Tal como recoge la Ley de Investigacion Biomédica de 3 de Julio de 2007, “La donacién y la
utilizacion de muestras biologicas humanas serd gratuita, cualquiera que sea su origen
especifico, sin que en ningln caso las compensaciones que se prevén en la ley tengan un caracter
lucrativo o comercial. La donacion implica, asi mismo, la renuncia por parte de los donantes a
cualquier derecho de naturaleza econémica o de otro tipo sobre los resultados que pudieran
derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con dichas
muestras biologicas”. Los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a
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partir de su muestra y de muchas otras pretenden ayudar al avance médico y a mejorar el
conocimiento de las causas por las que se produce la enfermedad.

No percibira ninguna compensacion econdmica o de otro tipo por las muestras donadas y éstas
no tendran valor comercial. Sin embargo, si las investigaciones que se pudieran realizar tuvieran
éxito, podrian ayudar en el futuro a pacientes que padecen Hemofilia A.

La donacién implica, la renuncia por parte de los donantes a cualquier derecho de naturaleza
econoémica o de otro tipo sobre los resultados que pudieran derivarse de manera directa o
indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con las muestras bioldgicas.

La donacion de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre
que estén disponibles, cuando por razones de salud puedan ser necesarias.

La titularidad de los resultados de la investigacion realizada con las muestras corresponderd a
los investigadores responsables.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La decision de donar sus muestras es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a donarlas e
incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna
explicacion y sin que ello tenga ninguna repercusion en la relacion con su médico ni perjuicio
alguno en su diagndstico/tratamiento y/o seguimiento.

Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se haya
utilizado en la investigacion, serd destruida o anonimizada. Tales efectos, no se extenderan a
los datos resultantes de la investigacion que ya se haya llevado a cabo con anterioridad.

A QUIEN PUEDO PREGUNTAR EN CASO DE DUDA?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para donacion de muestras
biologicas (sangre).

Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacion que desee sobre cualquier aspecto de la
donacion y sus implicaciones contactando con el investigador principal del proyecto, el Dr.
Faustino Garcia Candel en el teléfono 968 369532.

CONFIDENCIALIDAD

Los investigadores responsables de la investigacion se comprometen a asegurar la intimidad y
confidencialidad de los datos de caracter personal de los sujetos que participen en el estudio, de
conformidad a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento
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de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de
la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y
documentacion clinica y documentos contenidos en el archivo.

Todas las muestras bioldgicas y todos los resultados analiticos se enmascararan utilizando
etiquetas con un numero de codigo unico, por lo que cualquier relacion entre la muestra y su
identidad personal tienen caracter estrictamente confidencial. Toda la informacion de
investigacion biologica obtenida de su muestra de sangre sera estrictamente confidencial y no
se usard para ningun otro propoésito fuera de los del proyecto, accediendo unicamente a la
informacion obtenida los investigadores responsables.

Asimismo, se informa que los resultados obtenidos de los diferentes estudios llevados a cabo
con las muestras, pueden ser publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca sera
facilitada su identidad o datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE LA DONACION

Los datos que se obtengan del andlisis de la muestra seran archivados, y formaran parte del
estudio referido. Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de
los aprobados para la practica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor clinico
para usted.

A estos efectos, se entendera que no desea recibir tal informacién, tanto en relacion con su
persona como con su familia, salvo que manifieste lo contrario.

En el caso de que el médico responsable considere que usted debe recibir dicha informacion
para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares bioldgicos, se informara a un
familiar proximo o a un representante, previa consulta del comité asistencial si lo hubiera. En
todo caso, la comunicacién se limitara exclusivamente a los datos necesarios para estas
finalidades.

Los productos bioldgicos que se generen en este estudio, se podran mantener en el Biobanco de
la Region de Murcia para ser utilizadas para cualquier otra investigacion futura y para ello, se
le entrega junto con esta informacion Hoja de informacion y autorizacion especifica del
Biobanco (Anexo I).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE
MUESTRAS BIOLOGICAS (SANGRE) PARA INVESTIGACION BIOMEDICA EN
PACIENTES ADULTOS

Titulo del Proyecto: Estudio de la funcion plaquetaria y microparticulas plasmaticas en
hemofilia A.

Investigador principal: Dr. Faustino Garcia Candel
Servicio: Hematologia y Hemoterapia

Yo, he sido informado

por el Dr. , investigador del proyecto de investigacion arriba

mencionado, y declaro que:

e Entiendo que la muestra bioldgica (sangre) sera utilizada con fines de investigacion
biomédica.

e Entiendo que la muestra bioldgica (sangre) va a ser recogida siguiendo el protocolo habitual
de actuacion médica para mi diagnostico, tratamiento y seguimiento.

e Entiendo que la identidad de mi persona sera tratada de forma confidencial y codificada, de
forma que quede protegida, de acuerdo a lo dispuesto en la Ley Orgéanica 15/1999 del 13 de
diciembre de proteccion de datos de caracter personal.

e Entiendo que cualquier resultado patologico detectado en los estudios realizados me sera
comunicado por el médico responsable.

e Entiendo que mi consentimiento no obliga a recoger ni guardar la muestra bioldgica (sangre)
si se considera que las circunstancias no son idoneas.

e Conservo la posibilidad de renunciar a este consentimiento.
e Entiendo que no recibiré compensacion econdmica alguna por autorizar el uso de las

muestras biologicas.

171



Anexos

e He comprendido la informacién recibida, he podido formular todas las preguntas que he
creido convenientes y me han aclarado todas las dudas planteadas, y en consecuencia, doy
mi consentimiento.

Donante Firma Fecha
(Nombre completo en

mayusculas del donante)

Representante legal Firma Fecha
(si el donante es un menor o

legalmente autorizado para

actuar como representante

personal para firmar por

nombre del donante)

Testigo Firma Fecha
(si el donante otorga

consentimiento oral, no firmado)

Investigador Firma Fecha
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(persona que conduce la
obtencion del Consentimiento

Informado)

Nombre de la persona Firma
que presenta/ explica el

documento.

(Rellenar solo en caso de que

aplique. Si es la misma persona

que quién obtiene el CI, no es

necesario rellenar este campo)
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9.4. ANEXO 4. Biobanco
IMIB *5: BIOBANC-MUR A|
st M =, BiobancoenRed de laRegion de Murcia s

DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLiNICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, igual que en la mayoria de hospitales, ademas de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigacién biomédica. La finalidad de esta investigacién es progresar en el
conocimiento de las enfermedades y en su prevencién, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacién
biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras biolégicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y
obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagnéstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnédstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también ttiles y necesarias para la investigacién. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los tiltimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios

Solicitamos su autorizacién para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Area I del hospital el material biolégico
sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se levan a
realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacién biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, la Ley Organica 15/1999, de Proteccién de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacion y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo en participar en esta propuesta

2Qué es un biobanco?: Institucién para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucién, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacién biomédica, es decir, aquella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacién en Medicina, siempre bajo la supervision
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras se cederan generalmente sin informacién personal asociada,
aunque a veces podra ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacién.

La investigacién biomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacién fuera de Espafia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacién espafiola y
lo aprueben los correspondientes comités.

DI0I0EICd

6n_asociada: En ningin caso se le practicardn mds pruebas de las
atencién médica.

MIUesSiras DI0i 1€ I
imprescindibles pa

a su adecuada

Se guardara y dispondra del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos biol6gicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacién de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por
motivos de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la informacién asociada a las mismas se custodiaran
y/o guardaran en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
hasta su extincién. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Tematica de Investigacién Cooperativa (RETIC) de
Biobancos del Instituto de Salud Carlos III con la referencia RD09/0076/000635, y esti en proceso de Registro con el
desarrollo de la normativa regional de Biobancos que aplica la normativa nacional.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras biol6gicas e informacién asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacién anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados
por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciten al biobanco.
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Cualquier estudio de investigacién para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras deberd disponer
siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacién (CEI) competente, que velard para que los
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las mas estrictas normas éticas y legales. Ademads, el comité
cientifico del biobanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacién lo requiera, se realizardn estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacién acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por
la proteccién de esta informacién (ver apartado de proteccién de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de que ello sea imprescindible para la realizacién del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacién por parte del Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucién sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracién. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitara de nuevo su
consentimiento.

Proteccién de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacién vigente en materia de proteccién de datos de cardcter personal.

La identificacién de las muestras biolégicas del Biobanco serd sometida a un proceso de codificacién. A cada muestra
se le asigna un cédigo de identificacién, que sera el utilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podra relacionar su identidad con los citados cédigos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podrin conocer ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacién realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad
no serd facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente titiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Protecci6n de datos.

Responsable del fichero : Fundacidn para la Formacién e Investigacion Sanitarias de la Regién de Murcia.
Direccidn Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacién, cancelacién y objecién, asf como obtener informacién sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacién para la Formacién e Investigacién Sanitarias de la Regién de Murcia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Caricter altruista de la donacién. La cesion de muestras bioldgicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca es gratuita.

La donacién tiene por disposicién legal caracter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro ningin
beneficio econdémico por la misma, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigaciéon biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.
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Participacion voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente o futura

Su participacién es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar los motivos y esto no repercutird negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocacién del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelario
libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras biolégicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serfan retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacién entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras bioldgicas y
datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacién o anonimizacién no se podrian extender a la investigacién que
ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, deberd solicitarlo por escrito al Director del Biobanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacién: se le proporcionard informacion si usted desea

recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacién acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacién o anonimizacién.

Los métodos utilizados en investigacién Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la practica clinica, por
lo que no deben de ser considerados con valor clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a la de su
familia, le serdn comunicados si asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacién
relevante para su familia, le correspondera a usted decidir si quiere o no comunicarselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacién relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacién, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares biolégicos, un Comité de expertos estudiara
el caso y debera decidir si es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacién sobre cualquier duda que
pueda tener, ahora o en el futuro, en relacién con este consentimiento. Asimismo, puede comentar sus
dudas con su médico, quien le pondré en contacto con el personal sanitario autorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracién con el avance de la ciencia y la medicina. De esta forma estd
usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros.

Red Bisbancos 3
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante).........cmmmmmmm s Persona del centro que informa

Edad: Sexo: ] ) | ] |

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area I en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolgico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
cabo proyectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica
de Investigacién competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacién adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biol6gico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo Area I,y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

ast ONO
2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia asi1 OnNo Teléfono o E-mail de contacto......ccvmmnnicinninn
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales

sl ONO Teléfono o E-mail de contacto: ...

4, He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
29 WRURR s Ao A€o QB
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante]..........c.cueevvenencesnesenennns Persona del centro que informa
Edad: Sexo: 0] O, |21 CORO
Nombre y apellidos del testigo que firma | 0)') O

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

as1 ONO
2. Desea que se le comunique la informacion derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia as1 ONO Teléfono o E-mail de contacto.......comimimsimmmn

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales
asI anNo Teléfono o E-mail de contacto: ...

4, He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

UTILIZACION DE DATOS CLiNICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante)........c.usrmesmmissmarasns Persona del centro que informa
Edad: Sexo: ) | O ——— DINEE: s wnssssinssammmiausss
Nombre y apellidos del tutor legal que firma DN asasg

Relacion con el donante:........vimsnisssenns

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clfnico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biol6gico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
cabo proyectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica
de Investigacién competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacién adjunta.

El abajo firmante confirma que:

1. Se me ha informado que, llegada la mayorfa de edad de mi representado, este tendra derecho a revocar o modificar
este consentimiento, para lo cual debera estar debidamente informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerara que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente.

ast ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para

su salud o la de su familia asi1 ONO Teléfono o E-mail de contacto

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales
ast ONOo Teléfono o E-mail de contacto: ..........ccoceeceueecueuncsnerencs

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TUTOR ASENTIMIENTO DEL MENOR | PERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
Firma Firma Firma
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UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:

Yo, D./Diia. €ON DNI e anulo el consentimiento

prestado en fecha......... de de 20 y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-

Mur Nodo Area I, que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a de de 20.........
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
Yo, D./Diia. [600) 10 ) 1) [T , Como representante legal de
D/Dia. s s s s s s , CON DNL.ccniirnsssnssi s, , anulo el consentimiento prestado en
fecha de de 20......y no deseo proseguir la donacién voluntaria al bicbanco Biobanc-Mur Nodo Area |,

que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a......de de 20.........
L= = .
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9.5.ANEXO 5. Participantes del proyecto

Han colaborado en este proyecto miembros del equipo de investigacion del Laboratorio de
Investigacion Biosanitaria (LAIB) del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.
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