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Resumen
Fundamento: Algunos estudios han sugerido reduccién de la actividad del clopidogrel sobre la activacion y adhesién
plaquetarias en pacientes en uso de estatinas.

Objetivo: Evaluar si la activacién y agregacion plaquetarias disminuyen con clopidogrel, y si ocurre reduccién de la
accién del clopidogrel cuando esta asociado a la atorvastatina o a la sinvastatina.

Métodos: Estudio prospectivo que incluyé 68 pacientes con angina estable en uso previo de sinvastatina, atorvastatina,
o ninguna estatina (grupo control), con indicacién previa electiva de realizacion de intervencion coronaria percutinea.
Fue analizada la activacién plaquetaria a través del nimero de plaquetas, niveles de P-selectina y glucoproteina Ilb/
Illa (con y sin estimulo de ADP) a través de citometria de flujo. Los resultados fueron analizados antes y después de la
intervencion coronaria percutanea y de la administracién de clopidogrel.

Resultados: Observamos reduccion de la actividad plaquetaria con uso de clopidogrel. Ademas de eso, no hubo
diferencias entre las variables analizadas que comprobasen reduccién de la actividad del clopidogrel cuando esta
asociado a las estatinas. Se observaron niveles de p-selectina (pre-angioplastia: 14,23+7,52x11,45+8,83 x 7,65+7,09;
post angioplastia: 21,49+23,82x4,37+2,71x 4,82+4,47, p<0,01) y glicoproteina IIb/Illa (pre-angioplastia: 98,97 +0,43
x 98,79+1,25 x 99,21+0,40; post angioplastia: 99,37+0,29 x 98,50+1,47 x 98,92+0,88, p=0,52), respectivamente en
los grupos control, atorvastatina y sinvastatina.

Conclusién: Concluimos que la activacion plaquetaria disminuye con la administracién de clopidogrel, y que el
clopidogrel no tiene su efecto antiplaquetario reducido en la presencia de sinvastatina o atorvastatina. (Arq Bras Cardiol
2010; 95(3): 321-327)

Palabras clave: Inhibidores de hidroximetilglutaril-CoA reductasas, stents/utilizacion, sinvastatina, angioplastia
transluminal percutinea coronaria.

manera mas significativa los indices de reinfarto, mortalidad
y de cirugia de revascularizacién miocérdica de urgencia en
los primeros 30 dias después de la ICP, cuando es comparado
a los pacientes que recibieron solamente AAS*”.

Introduccion

Ambos, clopidogrel y estatinas, son medicamentos
de extrema importancia en el manejo de la enfermedad
arterial coronaria, contribuyendo a la reduccién de eventos

cardiovasculares'. El clopidogrel posee una accién tanto directa como indirecta

en los mecanismos de activacion, agregacién y adhesion
plaquetaria. Se observa menor incidencia de trombosis en
“stent” de arteria coronaria y menor tasa de infarto agudo del
miocardio, shock y muerte cardiovascular en pacientes con
enfermedad aterosclerética en uso de la medicacién'™. Es un
derivado tienopiridinico inactivo, que necesita metabolizacion
hepatica por el sistema enzimatico del citocromo P450 (CYP)
3A4° para ejercer su funcién antiplaquetaria basica al inhibir
de forma selectiva e irreversible la unién de la adenosina
5 -difosfato (ADP) al receptor plaquetario purinérgico tipo 2
de baja afinidad®"". La inhibicién de la agregacién plaquetaria

La asociacion del clopidogrel con el AAS en pacientes
con sindrome coronaria aguda (SCA) sin supra desnivel del
segmento ST trajo gran beneficio, reduciendo la tasa de
eventos cardiovasculares y la mortalidad en cerca de 20%
si comparado al uso aislado del AAS**. Ademas de eso, esa
misma combinacién de medicamentos en pacientes que son
sometidos a la ICP también se mostr6 capaz de reducir de
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por el clopidogrel es irreversible y concentracion-dependiente'.

A su vez, las estatinas tienen como funcién principal
reducir los niveles de colesterol plasmatico (en especial, el
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LDL-colesterol), contribuyendo a retardar la progresion y
ruptura de la placa aterosclerética’. Poseen metabolismo
hepético, cuyo mecanismo basico de accién consiste en la
inhibicion de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-
CoA) reductasa, siendo esta la principal enzima responsable
por la biosintesis de colesterol''>. Tanto la sinvastatina
como la atorvastatina son extensivamente metabolizadas por
el citocromo p-450 3A4 (CYP3A4). La sinvastatina es una
inhibidora competitiva especifica de la HMG-CoA reductasa,
mientras que la atorvastatina se destaca por causar inhibicién
duradera de la enzima'®.

Pacientes con enfermedad arterial coronaria que son
sometidos a intervencién coronaria percutanea (ICP),
frecuentemente reciben de manera combinada é4cido acetil-
salicilico (AAS), clopidogrel y estatinas. Sin embargo, tanto
el clopidogrel como la mayoria de las estatinas necesitan
activacion hepadtica a través del citocromo p-450, lo que puede
disminuir la actividad del clopidogrel, limitando su eficacia y
pudiendo presentar un significativo impacto clinico'”.

Métodos

En este estudio evaluamos la interaccion medicamentosa
entre sinvastatina o atorvastatina y el clopidogrel, y
comparamos a un grupo control, sin uso de estatinas. El
objetivo principal del estudio era evaluar si: 1) La activacién y
agregacion plaquetarias disminuyen con la administracion del
clopidogrel; 2) Ocurre reduccion de la accion del clopidogrel
sobre la activacién y agregacién plaquetarias, cuando esta
asociado a la atorvastatina o a la sinvastatina.

De esa forma, evaluamos la activacién y agregacién
plaquetaria de tres grupos de pacientes con angina estable
sometidos a la ICP con colocacién de “stent” convencional.

Se trata de un estudio prospectivo que incluyé pacientes con
angina estable en uso previo de sinvastatina o atorvastatina, o
ninguna estatina, y que tuvieron indicacién previa, electiva,
de acuerdo con las rutinas del Servicio de Hemodinamica, de
realizacién de ICP. El protocolo de estudio fue aprobado por el
Comité de Ftica e Investigacion y todos los pacientes firmaron el
consentimiento informado antes de ser incluidos en el estudio.

Todos los pacientes ya hacian uso crénico de AAS (100 a
200 mg/dia). Inmediatamente antes de la realizacién de la
ICP fue administrada una dosis de 300 mg de clopidogrel,
seguida de 75 mg/dia. Los pacientes fueron divididos de la
siguiente manera: pacientes que utilizan atorvastatina (10 a
40 mg/dia); pacientes que utilizan sinvastatina (10 a 40 mg/
dia); y, pacientes que no utilizan ningln tipo de estatina
(grupo control).

Calculo del tamaiio de la muestra

Fueron incluidos 83 pacientes en total, siendo 8 pacientes
del grupo control, 37 pacientes del grupo atorvastatina y 38
del grupo sinvastatina. Basado en un error alpha de 0,01 y
utilizando un poder de 0,9 para los desenlaces primarios,
calculamos el nimero de individuos necesarios para el estudio
en aproximadamente 25 en cada uno de los grupos utilizando
estatinas, de acuerdo a estudios previos*>”'” que evaluaron
la interaccion entre estatinas y clopidogrel.

Criterios de inclusion

a. Hombres y mujeres adultos con edad entre 40 y 80
anos que seran sometidos a la ICP con colocacién de
“stent” convencional.

b. Historia de angina estable.

c. Pacientes que no reciben ninglin tipo de estatina
(grupo control), o que hacen uso de atorvastatina
(grupo atorvastatina) o sinvastatina (grupo sinvastatina)
por més de 30 dfias.

d. Término de consentimiento firmado.

Criterios de exclusion
a. Gravidez.
b. Enfermedad valvar significativa.

c. Historia de angina inestable o infarto agudo del
miocardio en la ocasion y en los Gltimos 3 meses.

d. Anormalidad en el electrocardiograma que indique
la posibilidad de SCA (supra o infra-desnivel del
segmento ST).

e. Historia de enfermedad inflamatoria crénica o aguda.
f.  Historia de canceres.

g. Historia de enfermedad que curse con
hipercoaguabilidad o coagulopatia.

h.  Utilizacion de “stent” recubiertos con drogas.

i.  Uso de inhibidores de la glicoproteina (GP) lIb/llla
concomitante.

Protocolo experimental

Después de la seleccién de los pacientes para el
estudio, dos colectas de sangre venosa fueron realizadas.
Fueron colectados 10 ml de sangre en el momento de la
internacion, antes de la administracion del clopidogrel. Otros
10 ml de sangre, fueron colectados 24 horas después de la
administracién del medicamento y la realizacién de la ICP.
Todos los pacientes recibieron clopidogrel en la dosis de 300
mg y heparina no fraccionada 5.000 Ul via endovenosa,
ambos en el momento de la ICP. Las punciones fueron
hechas con los cuidados especificos para no estimular la
actividad plaquetaria. Con esas colectas, fue analizado el
estado de activacién plaquetaria por la medida del niimero
de plaquetas y niveles de P-selectina y GP lIb/Illa (con y sin
estimulo con ADP) a través de la citometria de flujo. Los
resultados fueron analizados antes y después de la ICP y la
administracion de clopidogrel.

Citometria de flujo

Medidas de la expresién del CD41 (complexo a,, b,) y
del CD62P (GMP-140) en plaquetas fueron realizadas por
citometria de flujo. EL CD41 es el anticuerpo monoclonal
que reacciona con la glicoproteina Ilb conjugada a la
glicoprotefna llla. Inmediatamente después de la coleta,
muestras de sangre total fueron diluidas e incubadas con
concentraciones saturantes de anticuerpo monoclonal
(mAb) CD41 anti-humano conjugado con isotiocinato de
fluoresceina (FITC) y CD62P mAb anti-humano conjugado
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con ficoeritrina (PE). El CD41 mAb anti-humano es producido
a partir del clon P2, Immunotech (hibridoma SP2/0-Ag.14
de mieloma X Balb/C de células del bazo) y reacciona
con las subunidades a, y b, en un complejo inhibidor de
la agregacion plaquetaria inducida por ADP, trombina y
colageno. El CD62P mAb anti-humano es producido a partir
del clon CLB-thromb/6, Immunotech (hibridoma SP2/0 x Ag
1.4 x Balb/c x Aj de células de bazo) y reconoce la GMP-
140 expresada en plaquetas activadas. Como control fueron
utilizadas antiinmunoglobulinas G, (Immunotech) conjugadas
con FITC y con PE para ajuste de la unién no especifica del
anticuerpo. Para evaluacion de la reactividad plaquetaria,
alicuotas de sangre total fueron incubadas a temperatura
ambiente por 15 min con 1T mmol/l de ADP. La incubaci6n
con los anticuerpos fue realizada por 20 minutos a 4°C y las
muestras fueron analizadas por el citémetro de flujo Coulter
Eletronics. La fluorescencia de la fluoresceina fue detectada
utilizando un filtro de 530/30 mm vy la de la ficoeritrina fue
detectada con un filtro de 585/42 mm.

Analisis estadistico

El analisis descriptivo de la poblacién en estudio incluye
valores referentes a la mediana y sus respectivos desvios
estandar para cada variable clinica analizada. La comparacién
entre las variables basales categéricas fue realizada por test
%2, y variables continuas por test t de Student.

Para evaluar el estandar de las muestras comparadas fue
utilizado el Test de Kolmogorov-Smirnov. El analisis estadistico
de las variables que expresan niimero de plaquetas, P-selectina
y GP lIb/llla fue calculado a través de Test de los signos de
Wilcoxon cuando fueron realizadas comparaciones entre el
mismo grupo seleccionado en momentos pre y post-ICP. En
comparaciones entre grupos distintos en el momento pre o
post-ICP, fue aplicado el Test de Kruskal-Wallis, y cuando fue
observada diferencia estadistica, se utilizé el Test de Dunn
para discriminar las diferencias. Para todos los cdlculos,
fueron considerados valores estadisticamente significativos
cuando p<0,05. El analisis fue realizado usando el software
SPSS V. 10.0.

A) Variables especificas

Clinicas: edad, sexo, factores de riesgo para aterosclerosis
(historia familiar, hipercolesterolemia, hipertension,
tabaquismo), y uso de otros medicamentos que puedan
interferir con el metabolismo hepatico del clopidogrel
(diltiazem, dexametasona y fenitoina).

De laboratorio: nimero de plaquetas (plaquetas/mm?
[normal entre 150.000 y 500.000 plaquetas/mm?], niveles
de P-selectina y GP lIb/llla (sin y con ADP).

B) Desenlaces

Valores del niimero de plaquetas, niveles de P-selectina y
GP lIb/llla (sin y con ADP).

Limitaciones

Debido a la pequena muestra de pacientes, no fue posible
analizar los desenlaces clinicos, aunque el objetivo inicial
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de este estudio sea mas mecanistico que de andlisis clinico.
Ademads de eso, analizamos la relaciéon de la asociacién
de clopidogrel apenas con sinvastatina y atorvastatina, no
debiéndose inferir que no haya efecto de inhibicion de la
accion del clopidogrel con otros tipos de estatinas.

Resultados

Las caracteristicas clinicas de la poblacién estudiada se
encuentran en la Tabla 1. Un paciente del grupo control, 4
pacientes del grupo sinvastatina y tres pacientes del grupo
atorvastatina hacian uso de diltiazem, medicamento que
puede producir interaccion farmacolégica con el clopidogrel.
Diferencias fueron observadas en la incidencia de infarto
agudo del miocardio previo, dislipidemia y hipertensién
arterial sistémica, probablemente debido al nimero menor de
individuos incluidos en el grupo control, y porque pacientes
con otros factores de riesgo o historia de enfermedad
aterosclerética manifiesta tienen indicacién de alcanzar
metas mas rigurosas de control lipidico, lo que impone mayor
indicacién al uso de estatinas en esos pacientes.

La Tabla 2 muestra el recuento del ndmero absoluto
de plaquetas antes y después de la ICP siendo analizadas
diferencias dentro de cada uno de los grupos estudiados,
observandose de manera general reduccién significativa
después de la administracion de clopidogrel.

La comparacién de los resultados de los parametros
P-selectina y GP llb/llla antes y después de ICP puede ser
visualizada en la Tabla 3, Figuras 1y 2.

Con el propésito de evaluar el potencial de activacion
de las plaquetas tanto después de las colectas de sangre y
su manipulacién, muestras de plaquetas fueron estimuladas
con ADP en experimentos adicionales. Utilizandose como
ejemplo el grupo de pacientes en uso de atorvastatina,
describimos en la Tabla 4 el control de las muestras

Caracteristicas clinicas de la poblacion estudiada

CcT Atorv Sinv

(n=8) (n=37) (n=38) P
Edad (afios) 58 + 11 64+ 10 62+ 10 03
Hombres (%) 78 56 65 04
Indice de masa 2945 2945 2845 03
corporal (kg/m?)
Tabaquismo activo
(%) 13 14 13 08
Historia familiar
positiva (%) 38 53 55 0,7
AVC previo (%) 0 14 13 0,3
Diabetes (%) 25 30 33 0,9
IM previo (%) 13 62 51 0,03
Dislipidemia (%) 38 92 100 <0,001
Hipertension
arterial (%) 63 92 97 0,02

AVC - accidente vascular cerebral; IM - infarto del miocardio; CT - grupo control;
Atorv - grupo en uso de atorvastatina; Sinv - grupo en uso de sinvastatina.
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empleadas en el estudio, mostrando que la manipulacién
en la colecta no activé las plaquetas, pues el ADP indujo
alteraciones significativas para la variable P-selectina.
Consecuentemente, también observamos que después de
la administracion del clopidrogrel, en la colecta realizada
después de la ICP, hubo reduccién de los valores de la
P-selectina, antes y después de el estimulo con ADP, si
son comparados a los resultados pre-ICP, sin clopidrogrel,
lo que evidencia que el clopidrogrel minimizé los efectos
estimulantes del ADP sobre la P-selectina.

Concentracion de plaquetas (plaquetas/mm?® de sangre)
antes a después de intervencion coronaria percutanea

CT (n=7) Atorv (n=31) Sinv (n=30)
Pre-ICP 209.000 + 53.435 228.451 + 46.457 241.363 +70.493
Post-ICP 184.428 + 29.211 209.774 £ 40.778 221.818 £ 68.673
p 0,04 0, 006 0, 001

CT - grupo control; Atorv - grupo en uso de atorvastatina; Sinv - grupo en uso
de sinvastatina.

Discusion

En nuestro estudio, observamos que pacientes que
hicieron uso tanto de sinvastatina como de atorvastatina,
al ser introducido clopidogrel no tuvieron su efecto
antiplaquetario alterado por el uso de la medicacién. O
sea, no hubo interferencias entre esas dos estatinas y la
inhibicién plaquetaria. Se observé reduccién significativa en
el nivel de P-selectina plaquetaria en los grupos atorvastina y
sinvastatina después de la realizacién de ICP y administracién
de clopidogrel, lo que muestra la efectividad de la droga
aun en pacientes en uso de estatinas. El grupo control
present6 aumento en el nivel de P-selectina después de ICP
probablemente debido al pequeno niimero de pacientes y
al elevado desvio estandar observado en la segunda colecta
de ese grupo. A diferencia de otros estudios, el nuestro
evalué la funcién plaquetaria por medio de dos marcadores
plaquetarios concomitantemente (GP Ilb/llla y P-selectina).

Otros estudios analizaron la real existencia de interaccion
farmacolégica del clopidogrel con las estatinas, principalmente
aquellas metabolizadas por el citocromo P450 (CYP) 3A4,
como la sinvastatina y atorvastatina®”'®22,

Resultados de los parametros P-selectina (CD62p) y glicoproteina llb/llla (CD41) antes y después de intervencion coronaria
percutanea para los grupos control, en uso de atorvastatina y en uso de sinvastatina

Pre-ICP Post-ICP
CT (n=7) Atorv (n=31) Sinv (n=30) CT (n=7) Atorv (n=31) Sinv (n=30)
P-selectina 14,23 7,52 11,45 + 8,83 7,65 +7,09 21,49 £ 23,82 4,37+ 2,71* 4,82 + 44T
GP lib/llla 98,97 £ 0,43 98,79 £1,25 99,21 £ 0,40 99,37 £0,29 98,50 + 1,47 98,92 0,88
ICP - intervencidn coronaria percutanea; CT - control; Atorv - atorvastatina; Sinv - sinvastatina; GP - glicoproteina. *= p <0.01 vs Pre-ICP, intra-grupo; j= p <0.05 vs CT,
pre-ICP.
NS
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Fig. 1- Comparacion de los pardmetros P-selectina (CD62p) antes y después de intervencion coronaria percuténea para los grupos control, en uso de atorvastatina y en
uso de sinvastatina. ICP - intervencién coronaria percutanea; CT - control; Atorv - atorvastatina; Sinv - sinvastatina.*= p <0.01 vs Pre-ICP, intra-grupo; NS - no significativo.
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Fig. 2 - Comparacion de los parametros glicoproteina lb/llla (CD41) antes y después de intervencion coronaria percutanea para los grupos control, en uso de atorvastatina
y en uso de sinvastatina. ICP - intervencion coronaria percutanea; CT - control; Atorv - atorvastatina; Sinv - sinvastatina; GP - glicoproteina. NS - no significativo.

Resultado de las muestras de plaquetas antes y después de estimulo con ADP y antes y después de intervencion coronaria

percutéanea, para el grupo de pacientes en uso de atorvastatina

Pre-ICP Post-ICP
Sin ADP Con ADP Sin ADP Con ADP
P-selectina (n=31) 11,45+ 8,83 73,10 £ 14,59 4,37 £2,71* 52,63 + 19,50
GP lib/llla (n=31) 98,79 1,25 98,93 0,48 98,50 + 1,47 98,90 0,58

ICP - intervencion coronaria percutanea; GP - glicoproteina. *=p<0.001 vs Pre-ICP, intra-grupo (sin ADP); j=p<0.001 vs Pre-ICP, intra grupo (con ADP).

Lau et al* analizaron pacientes que fueron sometidos
a la ICP y evaluaron la agregaciéon plaquetaria 24 horas y
6 a 8 dias después de la administracién del clopidogrel.
Observaron disminucién de la accién antiplaquetaria del
clopidrogrel cuando es administrado con atorvastatina de
una manera dosis dependiente, en comparacién con la
pravastatina, una estatina hidrofilica, no metabolizada por
el CYP3A4. Una de las explicaciones para esos resultados
puede ser el hecho de que los autores hayan medido la
agregacion plaquetaria por medio de andlisis al lado de la
cama, obteniendo indirectamente la agregacion plaquetaria
mientras que otros estudios utilizaron técnicas de agregacion
por transmisién 6ptica, citometria de flujo o combinaciones
de ensayos que miden la agregacién plaquetaria®.

El estudio prospectivo INTERACTION (“The Interaction
of Atorvastatin and Clopidogrel Study”) estudié pacientes
que hacfan uso de atorvastatina, de ninguna estatina o
de otras estatinas, sometidos a la colocaciéon de “stent”
coronario’. Esos pacientes recibieron una dosis de ataque de
300 mg de clopidogrel inmediatamente antes de la ICP. No
fueron observadas diferencias en la inhibicion plaquetaria
4y 24 horas después de la administracién de clopidrogrel,
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independiente del uso de diferentes estatinas, por técnicas
de agregacién ya bien definidas como la citometria de flujo
y agregacion por transmisién 6ptica’.

Trenk et al'® realizaron analisis retrospectivo envolviendo
el estudio EXCELSIOR (“Impact of the degree of peri-
interventional platelet inhibition after loading with clopidogrel
on early clinical outcome of elective coronary stent
placement”). Fueron evaluados pacientes con enfermedad
coronaria sintomatica sometidos a la ICP electiva y
compararon estatinas metabolizadas por el CYP3A4 con
un grupo que no utilizaba estatina. Fueron analizados los
efectos antiplaquetarios de la administracion de la dosis
de ataque de 600 mg de clopidogrel en esos pacientes. No
fueron observadas reducciones en la accién antiplaquetaria
del clopidogrel cuando esta asociado con sinvastatina o
atorvastatina, tampoco no fueron observadas diferencias en
los desenlaces clinicos de los pacientes después de ICP®.
Subandlisis de otros estudios como PROVE-IT TIMI 22 y
CHARISMA-Trial tampoco mostraron diferencias en eventos
clinicos en pacientes que utilizaron diferentes tipos de estatinas
(atorvastatina, pravastatina, lovastatina y sinvastatina)*?*.

Nosotros tuvimos interés en estudiar la sinvastatina y
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atorvastatina por ser ampliamente utilizadas en la practica
médica en el pais y por que ambas son metabolizadas por el
CYP3A4, siendo la sinvastatina inhibidora competitiva especifica
de la HMG-CoA reductasa, mientras que la atorvastatina se
destaca por causar inhibicion duradera de la enzima'.

Se especula que las estatinas posean efectos pleiotrépicos*?”
interesantes en el manejo de pacientes coronarios ademas de
la reduccion de los niveles de colesterol. Dos de esos supuestos
efectos aun en estudio incluyen: 1) un papel antiinflamatorio,
que resulta en estabilizacién de la placa aterosclerética y
reduccion de mediadores inflamatorios (citocinas y moléculas
de adhesién solubles); y 2) disminucién de la actividad
plaquetaria??’. Recientemente efectos antitrombéticos
y antiplaquetarios referentes al uso de estatinas han sido
relatados, mostrando inhibicién de la activacién plaquetaria
en pacientes con hipercolesterolemia después de una a cuatro
semanas de tratamiento. Mientras tanto, eso aun estd en via
inicial de estudios, y es probablemente asociado a la ligacion
entre plaquetas y LDL-oxidado?®.

Es interesante el hecho de que que los hallazgos de este
estudio definen claramente que estas estatinas no afectaran
los marcadores de activacién y agregacion plaquetarios en
la administracién de clopidogrel. Especificamente no fueron
observados cambios significativos en la expresion de la GP
[Ib/llla, después del estimulo con ADP, antes (sin clopidrogrel)
o después de la ICP (con clopidrogrel), sugiriendo que esos
dos estimulos (quimico con el ADP y mecénico con la ICP) no
actian en la expresién de GPlIb/lIlla plaquetaria.

Nuestros hallazgos refuerzan la importancia del uso
concomitante de estatinas y clopidogrel en pacientes que
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