LI VASP/P2Y12

Para la monitorizacién de antagonistas especificos del receptor
ADP de plaquetas

Para uso diagnéstico in vitro

Kit de 10 tests Ref. 7014

Los cambios significativos son indicados por las lineas punteadas en el margen.
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1 INTRODUCCION

El kit PLT VASP/P2Y12 est4 disefiado para la monitorizacion de los antagonistas
especificos del receptor plaquetario del ADP, el P2Y12.

El VASP (Vasodilator Stimulated Phosphoprotein) es una proteina plaquetaria
intracelular que no esta fosforilada en condiciones basales.

La fosforilacion del VASP estd regulada por la via del AMPc (Adenosin-
monofosfato ciclico). Esta via se activa por la accion de la PGE1 (Prostaglandina
E1) (1) y se inhibe por el ADP (Adenosin-difosfato) a través de los receptores
P2Y12 (2).

En las condiciones de la prueba, la fosforilacion del VASP se asocia a la inhibicion
del receptor P2Y12, mientras que la forma de VASP no fosforilado se asocia al
estado activo del receptor P2Y12.

Se ha publicado bastante sobre las variaciones individuales y la resistencia a las
tienopiridinas @ ©). El kit PLT VASP/P2Y12 evidencia el efecto de las
tienopiridinas (3) por la persistencia de VASP fosforilado inducido por PGE1 a
pesar de la adicion simultanea de ADP.

El kit PLT VASP/P2Y12 también puede utilizarse para valorar los efectos in vitro
de los antagonistas del receptor P2Y12.
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2 PRINCIPIO

La muestra sanguinea primero se incuba en tubos separados con PGE1 sola y
con PGE1 + ADP.

Después de una permeabilizacion celular, la molécula de VASP en su forma
fosforilada se marca por inmunofluorescencia indirecta sin lavado con un
anticuerpo monoclonal especifico (clon 16C2 ©). El analisis por citometria de flujo
en dos colores, permite comparar las dos situaciones estudiadas y evaluar, en
cada uno de los tubos, la capacidad del ADP para inhibir la fosforilacién del VASP.
A partir de la intensidad de fluorescencia media corregida (IMFc) de cada uno de
los tubos, el incubado sélo con PGE1 y el incubado con PGE1 + ADP, se calcula
un indice de reactividad plaquetaria (IRP) de la muestra.

3 REACTIVOS INCLUIDOS EN EL KIT

* Reactivo1: 1 frasco de 60 ml de disolvente.

* Reactivo 2a: 1 frasco de PGE1.

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

* Reactivo 3: 1 frasco de 300 pl de fijador.

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

* Reactivo 4b: 1 frasco de 100 pl de control isotipico negativo (anticuerpo

monoclonal de ratén) + permeabilizante.

1 frasco de 300 pl de anticuerpo secundario (anticuerpo

policlonal anti-lgG de raton marcado con FITC) + reactivo de

deteccion plaquetaria marcado con PE (anti CD61-PE) +

permeabilizante.

¢ Reactivo 5:
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4 MATERIAL NECESARIO NO INCLUIDO

e Agitador tipo Vortex.

e Cronbémetro.

e Citometro.

*  Pipetas graduables con puntas desechables (10 pl).

*  Pipetas (1y 2 ml).

¢ Tubos de hemdlisis para citometria.

*  Agua destilada, agua desionizada o agua para preparaciones inyectables.

5 RECONSTITUCION Y CONSERVACION DE LOS REACTIVOS

Los reactivos del kit, antes de ser abiertos, son estables hasta la fecha de
caducidad indicada en la etiqueta cuando se almacenan a una temperatura de 2-
8°C.

Nota: No congelar el kit.

¢ Reactivos 1, 3, 4a, 4b y 5: listos para usar.
Estabilidad una vez abiertos: 2 meses a 2-8° C en ausencia de contaminacion.

¢ Reactivos 2a y 2b:

Reconstituir cada frasco con 400 pl de agua destilada y homogeneizar durante 5
segundos con un agitador tipo Vortex.

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

6 PRECAUCIONES
- Respetar los buenos habitos del laboratorio.
- Eliminar el material de desecho de acuerdo con las normativas locales vigentes.
- La sangre debe ser considerada como potencialmente infecciosa.
- Reactivo 3 - Fijador:
H351: Se sospecha que provoca cancer
H319: Provoca irritacion ocular grave
H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel
H333: Puede ser nocivo si se inhala
P201: Pedir instrucciones especiales antes del uso
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/iméascara de proteccion
P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS:
Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las
lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando
P302 + P352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con
agua y jabon abundantes

- Reactivos 4a - Anti VASP-P, 4b — Control isotipico negativo, 5 — Anticuerpo
i secundario:

H319: Provoca irritacion ocular grave

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/iméascara de proteccion

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS:
Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las
lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando

7 RECEPCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

* Recogida de la muestra:

- Utilizar tubos de extraccion de plastico hidréfobo.

- Las plaquetas deben conservar totalmente su integridad, es importante evitar
cualquier riesgo de activacion durante la extraccion (agitacion, shock térmico).

- Anticoagulante: citrato sodico 0,109 M 6 0,129M (1 volumen de citrato por 9
volimenes de sangre).

« Tratamiento de la muestra:

- La muestra deberd ser procesada dentro de las 48 horas siguientes a la
extraccion.

- El tubo con la sangre debe estar lleno, conservarse a temperatura ambiente (18
-25° C) y no debe abrirse antes del andlisis.

- La prueba se realiza en sangre total con citrato como anticoagulante.



8 PROCEDIMIENTO

Nota: Con todos los reactivos, como el volumen utilizado es minimo (10 pl), se
recomienda dispensarlos en el fondo de los tubos.

Todos los reactivos deben estar a temperatura ambiente al llevar a cabo el
protocolo.

Como control recomendamos el uso de una muestra normal para cada serie
de muestras a estudiar.

8.1 Preparacion de los tubos y de la muestra
Sobre una gradilla y por cada muestra, colocar 3 tubos de plastico marcados como
T1, T2y T3:

- Dispensar 10 pl de reactivo 2a en el tubo T1.

- Dispensar 10 pl de reactivo 2b en los tubos T2 y T3.

- Afadir 10 pl de sangre total en los tubos T1, T2y T3.

- Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vértex
ajustado a velocidad lenta.

- Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

8.2 Fijacion

- Afadir 10 pl de reactivo 3 en los tubos T1, T2y T3.

- Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vortex ajustado a
velocidad lenta.

- Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

8.3 Permeabilizacion celular e inmunomarcaje

- Afadir 10 pl de reactivo 4a en los tubos T1y T2.

- Ariadir 10 pl de reactivo 4b en el tubo T3.

- Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vortex ajustado a
velocidad lenta.

- Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

8.4 Marcaje fluorescente y deteccion plaquetaria

- Afadir 10 pl de reactivo 5 en los tubos T1, T2y T3.

- Homogeneizar durante 1 6 2 segundos con un agitador tipo Vortex ajustado a
velocidad lenta.

- Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

- Afiadir 2 ml de reactivo 1 en los 3 tubos.

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

~ velocidad alta.

i - Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y lejos de la luz.

i Las muestras asi preparadas pueden conservarse a temperatura ambiente y
: lejos de la luz durante 2 horas antes de analizarlas en el citometro de flujo.

8.5 Adquisicion de las muestras en el citometro

Para adquirir las muestras en el citdmetro, consulte el manual de utilizacién del
aparato que incluye el fabricante.

El parametro estadistico indicativo de la intensidad de fluorescencia media (IFM)
es la media geométrica (Mn (y) o GeoMean segun el citometro utilizado).

Antes de la adquisicion, homogeneizar los tubos durante 1 6 2 segundos
con un agitador tipo Vortex.

Analizar al menos 5.000 plaquetas incluidas en la ventana "B".

Para el andlisis de las muestras, se requieren un diagrama de nubes de puntos
FS LOG x SS LOG y un diagrama FL1 LOG x FL2 LOG.

e Andlisis del tubo T1:

- Sobre el diagrama FS LOG x SS LOG, se dibuja una regién “A” seleccionando
la nube celular en la que estan incluidas las plaquetas. No debe incluirse en esta
region “A” la poblacién de leucocitos, que se localiza a nivel de la flecha (Fig.
1).

- Preparar el diagrama FL1 LOG x FL2 LOG de forma que muestre sélo los
eventos contenidos en la regidn “A” (Gate: A).

- Ajustar el voltaje del fotomultiplicador FL2 (PMT FL2) hasta situar la poblacién
celular FL2+ en la 32 década.

- Ajustar el voltaje del fotomultiplicador FL1 (PMT FL1) hasta situar la poblacién
celular FL1* / FL2* en la 22 década.

- Seleccionar un valor de umbral de discriminacién en FL2 LOG que permita

eliminar el maximo de casos FL2" (ruido de fondo del aparato y restos
celulares).

- Sobre el diagrama FL1 LOG x FL2 LOG, se dibuja una regién “B” que incluya la
poblacion de plaquetas FL2+ y excluya los restos celulares FL2- (Fig. 2). Anotar
el valor de la IMF en FL1 (Mn(y) o GeoMean) correspondiente a esta region.

Nota: en algunas muestras, puede aparecer una poblacion de restos celulares en
forma de cometa (indicado por la flecha) que se sitta a la izquierda de la poblacién
plaquetaria de interés. En estos casos, es recomendable ajustar la regién B
durante la adquisicién del tubo T1 de forma que toda la poblacién de plaquetas
quede incluida y que quede excluido el maximo de restos celulares.

e Andlisis de los tubos T2 y T3:

- Sin modificar la posicion de la region "B" y los ajustes PMT SS, FS, FL1y
FL2 del fotomultiplicador previamente optimizados, analizar los tubos T2 y T3
(Figs. 3, 4).

- Anotar el valor de la IMF en FL1 (Mn(y) o GeoMean) correspondiente a la region
B de los tubos T2 y T3.

Imégenes obtenidas en un equipo Beckman Coulter modelo EPICS XL:

Fig. 1: Colocacion de la region "A"
sobre el tubo T1

Fig. 2: Colocacion de la region
"B" para el tubo T1 (AcM anti-
VASP-P, incubado con PGE1)
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Imégenes obtenidas en un equipo Becton Dickinson modelo FACSCalibur:

Fig. 1: Colocacion de la region "A"
sobre el tubo T1

Fig. 2: Colocacion de la regién "B"
para el tubo T1 (AcM anti-VASP-P,
incubado con PGE1)
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Fig. 3: Andlisis del tubo T2
(AcM anti-VASP-P, incubado con
PGE1+ADP)

Fig. 4: Andlisis del tubo T3
(Control negativo, incubado con
PGE1+ADP)
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Nota: La utilizacién de un control isotipico negativo evita la necesidad de realizar
ajustes de la compensacion de fluorescencias.
Sin embargo, el ajuste de compensaciones no modifica el resultado de la prueba.



8.6 Analisis de los resultados

Tras la adquisicion de los tubos en el citometro, se calcula el valor de las IMF
corregidas (IMFc) de los tubos T1y T2.

La IMFc se obtiene restando el valor de IMF obtenido en el control negativo (tubo
T3) a los valores IMF obtenidos con AcM anti VASP-P (los tubos T1 6 T2).

IMFc paes) = IMFc (r1) = IMF (T1) - IMF (T3)
IMFc e + aop) = IMFc (r2) = IMF (T2) - IMF (T3)

9 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El indice de reactividad plaquetaria (IRP) se calcula a partir de las medias
corregidas de fluorescencia (MFIc) de la muestra estudiada en presencia de PGE1
sola (pee1) 0 de PGE1 + ADP (paE1+aDP), Segun la formula siguiente:

indice de reactividad plaquetaria (IRP) =
[(IMFc pee1 — IMFc (pce1 + ADP) ) | IMFC PE1] X 100

Cada laboratorio debera establecer sus propios valores de interpretacion
especificos para el antagonista del P2Y12 evaluado.

Tratamiento con clopidogrel:

Con el kit PLT VASP/P2Y12 se han podido demostrar variaciones inter-

individuales en la respuesta al tratamiento con clopidogrel ():

Los IRP de los pacientes (n=33) con enfermedad cardiovascular isquémica,

tratados con clopidogrel durante mas de una semana, varian del 6,6% al 85,8%.

Mal respondedor Buen respondedor
al clopidogrel 85,8% IZ* 6,6 % al cIF:)pidogreI

Para determinar la eficacia de un antagonista del P2Y12, como el clopidogrel, se

deben seguir las siguientes recomendaciones:

1- Determinar la zona basal de los valores de IRP (expresado como la media
+/- 2 desviaciones tipicas) sobre un grupo de enfermos representativos de
la enfermedad en cuestién que no reciben tratamiento con el antagonista del
P2Y12 a estudiar.

A titulo indicativo, segln el articulo de Aleil B. y cols. (, el IRP de los pacientes

(n=34) con enfermedad cardiovascular isquémica, no tratados con clopidogrel, es

igual a 79,0 +/- 4,1 % (expresada como la media +/- desviacion tipica).

2-  Determinar, antes del tratamiento, el valor basal del IRP del paciente
estudiado (IRPo) y verificar que este valor se encuentra en la zona basal del
IRP previamente establecido. En caso contrario, consultar el epigrafe sobre
limitaciones (§11) y repetir la prueba si es necesario.

3-  Determinar el valor del IRP en un momento T (IRP7) teniendo en cuenta las
propiedades farmacodinamicas del antagonista del P2Y12 estudiado. Si el
valor del IRPt se encuentra auin en la zona basal del IRP, el paciente no ha
respondido al farmaco.

10 FUNCIONAMIENTO
El test PLT VASP/P2Y12 ha sido evaluado con los equipos Becton Dickinson
modelo FACSCalibur y Beckman Coulter modelos XL y XL MCL.

¢ Repetitividad:

Se evaluaron 5 medidas repetidas de 8 muestras que presentan diferentes niveles
de respuesta del VASP (IRP) con el mismo kit. Las variaciones se muestran a
continuacion (media +/- desviacion tipica):
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¢ Reproducibilidad Inter-lotes:

Las muestras (n=30) que presentan diferentes niveles de respuesta (IRP) son
estudiadas con 3 lotes de diferentes del mismo kit. Las variaciones se muestran
en el grafico siguiente (media +/- desviacion tipica):
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¢ Rango de medida:

El rango de medida del método va de 0 al 100 % del IRP.

e Interferencias:

Aspirina:

Segun el articulo de Aleil B. y cols. (), la aspirina no muestra interferencias
significativas en el test PLT VASP/P2Y12 (n=67): p = 0,328.

Recuento plaquetario:
En muestras no tratadas conteniendo de 50.000 a 300.000 plaquetas/ul de

sangre, el recuento plaquetario no muestra interferencias significativas en el test
PLT VASP/P2Y12.

Abciximab:
Segln el articulo de Van Werkum J. y cols. @, Abciximab no muestra
interferencias significativas en el test PLT VASP/P2Y12 (n=11): p=0,89.

e Correlacion con la agregacion plaquetaria:

Como se describe el articulo de Aleil B. y cols. ), el test PLT VASP/P2Y12 se
correlaciona significativamente con la inhibicion de la agregacién plaquetaria
inducida por el ADP después de la adicion de un antagonista especifico del
receptor P2Y12:r=0,72; p < 0,0001.

11 LIMITACIONES

- El kit PLT VASP/P2Y12 no debe utilizarse en muestras hemolizadas.

- El kit PLT VASP/P2Y12 no debe utilizarse en muestras con un recuento de
hematies inferior al limite basal de los valores normales. En este caso, se
recomienda repetir el test con una nueva muestra extraida al menos 24 horas
antes de su procesamiento.

- Para ciertas muestras, el andlisis citométrico inmediato, tras afiadir los 2ml del
reactivo 1 al final del protocolo, puede evidenciar una lisis incompleta de los
glébulos rojos. Esto se traduce en una superposicion de la nube plaquetaria y de
la nube de gldbulos rojos. En este caso, para permitir la lisis completa de los
glébulos rojos, se debe mantener la muestra otros 5 minutos mas a temperatura
ambiente, entonces agitar los tubos en el Vértex y reanudar el andlisis citométrico.

12 RESPONSABILIDAD

Su uso para diagnoéstico in vitro sélo es valido cuando se siguen estrictamente las
instrucciones. Cualquier modificacion o la utilizacion de reactivos de otros lotes
puede influir en los resultados de las pruebas. En este caso, no se aceptara
ninguna reclamacién o reposicion del producto.
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