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DESCRIPCION

Método para la estandarizacion de resultados de medicidn en un sistema para la medicion de la funcién de los
trombocitos.

La presente invencion se encuentra en el area del diagnéstico de la coagulacion, y hace referencia a métodos in
vitro para la determinacién de la funcion de los trombocitos con la ayuda de células de medida. Los métodos
permiten la obtencién de resultados de medicidon que se pueden comparar entre si, independientemente del tipo de
célula de medida utilizado.

Los procesos fisioldgicos que, por una parte, garantizan la fluidez de la sangre en el sistema vascular y, por otra
parte, evitan pérdidas de sangre extravasculares mediante la formacién de coagulos, se resumen bajo el término
hemostasia. En la regulacion de la hemostasia participan una pluralidad de factores proteicos, asi como
componentes celulares, como por ejemplo, los trombocitos (plaquetas sanguineas). En el caso de un dafio vascular,
en primer lugar se fijan trombocitos sobre el colageno subendotelial. La adhesion mencionada se obtiene mediante
proteinas adhesivas, como el factor de Willebrand (VWF). Durante el proceso de adhesiéon se activan los
trombocitos, y se liberan mediadores de sus granulos, con lo cual se induce la agregacion de trombocitos
adicionales, asi como un refuerzo de la activacion. De esta manera, se realiza un cierre primario de las paredes
vasculares (hemostasia primaria), que se estabiliza mediante otras reacciones adicionales del sistema de
coagulacion plasmatico (hemostasia secundaria). Las regulaciones erréneas de los procesos mencionados, pueden
conducir a una tendencia a la trombosis 0 a una tendencia a la hemorragia y, segun la gravedad, puede presentar
consecuencias que representan un peligro para la vida.

En el diagndstico de la coagulacion se conocen diferentes métodos y sistemas, con la ayuda de los cuales se puede
determinar si la sangre de un paciente puede coagular perfectamente, o si existe una coagulacion deficiente. En el
caso de una coagulacion deficiente, resulta necesario generalmente conocer con precision la causa de la deficiencia
existente, para poder seleccionar las medidas terapéuticas 6ptimas. Una funcion parcial importante del sistema de
coagulacion, que se puede investigar puntualmente, es la hemostasia primaria que depende esencialmente de la
capacidad funcional de los trombocitos.

Un método conocido para la investigacion de la funcién de los trombocitos, es la determinacion del tiempo de
hemorragia. En este caso, se trata de una prueba global in vivo, que detecta la hemostasia primaria. El tiempo de
hemorragia se determina en tanto que al paciente se le causa una pequefia herida de corte o pinchazo, y se mide el
tiempo hasta la detencion de la hemorragia. Se trata de una prueba que dificilmente se puede estandarizar y es
informativa a grandes rasgos, que se utiliza principalmente en situaciones de emergencia para obtener un panorama
general de la hemostasia primaria. La toma de inhibidores de la agregaciéon de trombocitos, conduce a una
prolongacién del tiempo de hemorragia. En la determinacion del tiempo de hemorragia, resulta una desventaja que
durante un tiempo normal de hemorragia, no se pueda excluir una deficiencia en la funcién de los trombocitos.

Los métodos in vitro permiten una deteccién esencialmente mas sensible de las deficiencias de la funcién de los
trombocitos. En los métodos mencionados, en una muestra de sangre completa o en una muestra de plasma rico en
plaquetas (PRP), se induce convencionalmente la agregacién de trombocitos mediante la adiciébn de un agente
activador, y se mide la reaccion de la agregacion. Los agentes activadores mas utilizados, que se utilizan para la
induccion de la agregacion de trombocitos, son: ADP (adenosin-5'-difosfato), colageno, epinefrina (adrenalina),
ristocetina y diferentes combinaciones de ellos, asi como trombina, TRAP (proteina activadora del receptor de
trombina), U-46619, heparina (particularmente en el caso de trombocitopenia inducida por heparina) o serotonina.

Un sistema conocido para la determinacién in vitro de la funcion de los trombocitos, es el denominado sistema
analizador de la funcién plaquetaria, es decir, el sistema PFA (PFA-100®, PFA-200, Siemens Healthcare Diagnostics
Products GmbH, Marburg, Alemania). Con la ayuda del sistema PFA, en las muestras de sangre completa se mide
la hemostasia primaria bajo las condiciones del flujo y, de esta manera, en presencia de fuerzas de corte elevadas.

Para la simulacion de las condiciones del flujo y de las fuerzas de corte, como se presentan en los vasos sanguineos
arteriales mas pequefios, en una célula de medida PFA que se utiliza en la unidad de analisis de PFA, se genera
una presion negativa de alrededor de -40 mbar, y la sangre completa tratada con citrato que se encuentra en un
depdsito de muestras, fluye a través del tubo capilar que presenta un didmetro de alrededor de 200 mm. Los tubos
capilares desembocan en una camara de medicidon que se encuentra cerrada con un elemento de separacion, por
ejemplo, una membrana, la cual presenta un orificio central capilar (abertura), a través del cual pasa la sangre
debido a la presion negativa. En la mayoria de los casos, en la membrana, al menos, en la zona alrededor de la
abertura, se adiciona uno o una pluralidad de agentes activadores que inducen la agregacion de los trombocitos, de
manera que la sangre que fluye, entre en contacto con las sustancias que inducen la agregacion, en la zona de la
abertura. Debido a la adhesion y a la agregacion inducida de los trombocitos, en la zona de la abertura se conforma
un tapdn de trombocitos (trombo) que cierra el orificio de la membrana y detiene el flujo sanguineo. En el sistema
mencionado, se mide el tiempo requerido hasta el cierre del orificio de la membrana. El tiempo de obturacion
mencionado presenta correlacién con la capacidad funcional de los trombocitos. Una célula de medida para utilizar
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en un método para la determinacion de la funcién de los trombocitos mediante el tiempo de obturacién, se describe,
por ejemplo, en el documento de la patente WO 97/34698. Hasta el momento, en el método para la determinacion
del tiempo de obturacién, se utilizan células de medida que se encuentran dotadas de una membrana que se
encuentra recubierta con colageno (Kol) y adicionalmente ya sea con ADP o con epinefrina (Epi). Otras células de
medida que resultan apropiadas particularmente para la determinacion de antitromboticos a partir del grupo de los
antagonistas de P2Y(12), como por ejemplo, de Clopidogrel, estan provistas con una membrana que presenta ADP y
prostaglandina E1 (INNOVANCE® PFA P2Y, EP-A1-1850134).

Un método conocido para la determinacion de la funcion de los trombocitos en una muestra, mediante un sistema
PFA, comprende las siguientes etapas del método:

a) Utilizacion de una célula de medida, en donde la célula de medida presenta los siguientes elementos:
i) una camara de retencién para retener la muestra,

i) un tubo capilar, a través del cual la muestra se conduce desde la cdmara de retencién hacia una camara de
medicion,

iii) una cdmara de medicién que se divide en dos compartimentos mediante un elemento de separacién, en donde el
primer compartimento recibe la muestra que proviene del tubo capilar,

iv) un elemento de separacion que divide la camara de medicidn en dos compartimentos y que presenta un orificio, a
través del cual la muestra puede fluir desde el primer compartimento hacia el segundo compartimento;

b) Llenado de la camara de retencion de la célula de medida con la muestra;

¢) Posicionamiento de la célula de medida en un dispositivo para la determinacion automatica de la funcion de los
trombocitos, en donde el dispositivo presenta los siguientes elementos:

i) Medios para la aplicacién de una presion negativa en la camara de medicién de la célula de medida,

i) Medios para la determinacion del volumen completo, el cual se obtiene mediante la aplicacién de una presion
negativa desde la célula de medida, cuando en la camara de medicidn de la célula de medida se aplica una presion
negativa;

d) Aplicacion de una presion negativa en la camara de medicion de la célula de medida, y conduccién de la muestra
a través del tubo capilar y a través del orificio del elemento de separacion.

El volumen completo que se obtiene mediante la aplicacion de una presion negativa desde la célula de medida, se
determina de manera continua. A partir del volumen que se obtiene por unidad de tiempo desde la célula de medida,
se determina el caudal (uL/min).

El caudal decrece convencionalmente a lo largo del tiempo, dado que el tapon de trombocitos estrecha
progresivamente la abertura y, de esta manera, dificulta el paso del liquido de la muestra.

Como resultado de la prueba, se proporciona el tiempo de obturacion en segundos. El tiempo de obturacion se
define como el momento en el que el caudal es menor al 10% del caudal inicial, por una duracién de tres segundos.
El caudal inicial es el caudal al comienzo de la medicién, cuando en la abertura aiin no se ha formado un tapon de
trombocitos, pero el volumen muerto ya ha sido obtenido del sistema.

En el caso que el tiempo de obturacién de la muestra de un paciente difiera del rango de referencia, esto indica una
deficiencia en la funcion de los trombocitos. Los tiempos de obturacion prolongados indican una funcién de los
trombocitos en el sentido de una capacidad de agregacion reducida. Los tiempos de obturaciéon reducidos indican
una funcién de los trombocitos en el sentido de una capacidad de agregacién incrementada.

El tiempo de obturacién de una muestra de un donante sano, con una funcién normal de los trombocitos, depende
de una pluralidad de factores.

En primer lugar, el tiempo de obturaciéon es influenciado por el tipo de célula de medida utilizado. Como se ha
explicado anteriormente, se utilizan células de medida que presentan diferentes combinaciones de activadores o
inhibidores de trombocitos. Cuando se utiliza una célula de medida (Kol/Epi) que contiene colageno y epinefrina, el
tiempo de obturacién de una muestra normal se encuentra entre los 84-160 segundos. Cuando se utiliza una célula
de medida (Kol/ADP) que contiene colageno y ADP, el tiempo de obturacion de una muestra normal se encuentra
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entre los 68-121 segundos. Cuando se utiliza una célula de medida (ADP/PGE 1) que contiene ADP vy
prostaglandina E1, el tiempo de obturacion de una muestra normal es inferior a los 106 segundos. Las diferencias
considerables de los rangos de referencia, presentan la desventaja de que un tiempo de obturacién como tal, no
resulta de gran valor informativo, sino que siempre se debe interpretar en relacién con el tipo de célula de medida
utilizada. Un tiempo de obturacién de, por ejemplo, 130 segundos, es un resultado normal en las células de medida
de colageno/epinefrina y, por el contrario, en las células de medida de colageno/ADP o ADP/PGE1, es un resultado
anormal que permite deducir una tendencia a la hemorragia.

Otro factor que influye en el tiempo de obturacién, es la arquitectura de las células de medida. Diferentes diametros
de la abertura o de los tubos capilares influyen en la formacién del trombo y, de esta manera, en la velocidad con la
cual se obtura la abertura.

Por consiguiente, resulta conveniente perfeccionar el método anteriormente descrito, para la determinacion de la
funciéon de los trombocitos, de manera que la medicién de la funcion de los trombocitos se pueda unificar y
estandarizar en un sistema PFA para todos los tipos de células de medida utilizadas, de manera que se puedan
comparar los resultados de medicién entre si directamente, independientemente del tipo de célula de medida
utilizado.

El objeto mencionado se resuelve mediante la determinacion del volumen de la muestra, el cual se presenta dentro
de un intervalo de tiempo definido a través del orificio del elemento de separacion, y mediante la comparacion del
valor determinado del volumen de la muestra con un valor de volumen de muestra de referencia para una funcion
normal de los trombocitos.

La determinacién del volumen de la muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de tiempo definido a través
del orificio del elemento de separacion, se realiza preferentemente mediante la medicion del volumen completo, el
cual se obtiene mediante la aplicacién de una presion negativa desde la célula de medida, y la determinacion de la
diferencia entre el volumen completo medido, y el volumen muerto de la célula de medida utilizada.

La medicién del volumen completo, el cual se obtiene mediante la aplicacion de una presién negativa desde la célula
de medida, cuando en la camara de medicion de la célula de medida se aplica una presién negativa, se puede
determinar de una manera conocida, mediante la medicion del volumen que obtiene el medio para la aplicacién de
una presién negativa en la camara de medicion de la célula de medida, desde la célula de medida. El medio para la
aplicacién de una presion negativa esta conformado preferentemente por un cilindro con un émbolo, en donde el
émbolo se puede desplazar en el sentido axial del cilindro, mediante un motor paso a paso y un vastago del émbolo.
Mediante el desplazamiento del émbolo se genera una presion negativa en la célula de medida. En la camara de
medicién de la célula de medida o bien, en el espacio que se conforma mediante la conexion de la célula de medida
con el cilindro, y en el cual se genera la presién negativa, un sensor de presién mide la presion existente. En un
dispositivo de control se compara la presion medida con un valor nominal predeterminado de la presion. Cuando la
sangre fluye hacia los tubos capilares, se incrementa la presidon. Para mantener constante la presién, por ejemplo,
en -40 mbar, el dispositivo de control controla el motor paso a paso que desplaza axialmente el émbolo en
correspondencia. Mediante el trayecto recorrido del émbolo en el cilindro, con un diametro conocido, se puede
calcular el volumen completo, el cual se obtiene de la célula de medida.

El volumen completo que se obtiene de la célula de medida, estd conformado por el volumen muerto de la célula de
medida y el volumen de la muestra separada efectivamente a través del orificio del elemento de separacion
(volumen de la muestra). La diferencia entre el volumen completo medido y el volumen muerto conocido, especifico
de la célula de medida, da como resultado el volumen de la muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de
tiempo definido o hasta alcanzar la obturacién de la abertura a través del orificio del elemento de separacion.

El volumen muerto de una célula de medida corresponde al volumen que cuando en la camara de medicién de la
célula de medida se aplica una presion negativa, pasa a través del orificio del elemento de separacion, antes de que
atraviese por primera vez liquido de la muestra a través del elemento de separacién. El volumen muerto de una
célula de medida esta conformado generalmente por aire contenido particularmente en el tubo capilar de la célula de
medida, y en el compartimento de la camara de medicion dispuesto antes del elemento de separacion, el cual recibe
la muestra que proviene del tubo capilar.

El volumen muerto depende de la arquitectura de la célula de medida. El volumen muerto de un tipo particular de
célula de medida, se puede calcular o se puede determinar previamente de manera experimental. Para la
determinacién experimental, se determina preferentemente el volumen muerto de una pluralidad de células de
medida del mismo tipo, y el valor promediado de los volimenes muertos medidos se utiliza como el volumen muerto
para las células de medida de la clase mencionada.
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De manera alternativa, la determinacion del volumen de la muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de
tiempo definido a través del orificio del elemento de separacién, se puede realizar mediante la determinacion
eléctrica u 6ptica del nivel del volumen de la muestra en el segundo compartimento de la camara de medicion.

A continuacién, el valor determinado del volumen de la muestra, se compara con un valor de volumen de muestra de
referencia para una funcién normal de los trombocitos.

El valor de volumen de muestra de referencia para una funcién normal de los trombocitos, depende del tipo de célula
de medida utilizado, y se determina previamente de manera experimental. Para la determinaciéon experimental, el
volumen de la muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de tiempo definido o hasta alcanzar la obturacion
de la abertura a través del orificio del elemento de separacion, de una cantidad suficientemente grande de muestras,
evidentemente de donantes de sangre sanos (muestras normales), se determina en células de medida del mismo
tipo, y el valor promediado de los volimenes medidos de las muestras se utiliza como el valor de referencia para el
volumen de la muestra, para células de medida del tipo mencionado.

Preferentemente, el volumen determinado de la muestra se expresa en relacion con un valor de referencia para el
volumen de la muestra, para una funcion normal de los trombocitos. En este caso, el valor de referencia para el
volumen de la muestra, para una funcién normal de los trombocitos, asciende de una manera particularmente
preferente al 100 %. Un resultado de la prueba determinado de esta manera, es una medida para la funcion de los
trombocitos en comparacién con la norma (% de la norma). También se puede denominar hemostasia primaria de
capacidad 1 (PHC 1).

Una formula para realizar el calculo, consiste, por ejemplo, en (“férmula (1) "):

PHC(1) % = ( TV promedio = DVpromedio) * 100
(TV — DWVpromedio )

en donde

TVpromedio = promedio del valor del volumen completo para una funcién normal de los trombocitos,
DVpromedio = promedio del volumen muerto del tipo de célula de medida utilizada,

TV = volumen completo de la muestra a analizar.

El objeto conforme a la presente invencion se resuelve también mediante la determinacién del volumen de la
muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de tiempo definido a través del orificio del elemento de
separacion, y mediante la determinaciéon del caudal inicial, y a continuacion mediante el establecimiento de la
diferencia entre el quintuplo del caudal inicial, y el volumen de la muestra, y la comparacion de la diferencia con un
valor diferencial de referencia para una funcién normal de los trombocitos.

La determinacion del volumen de la muestra se realiza de la manera anteriormente descrita.

El caudal inicial es el caudal maximo del liquido de la muestra, al comienzo de la medicién. La determinacion del
caudal inicial se realiza preferentemente mediante la determinacién continua del caudal, es decir, del volumen que
se obtiene por unidad de tiempo desde la célula de medida, desde el comienzo de la medicion, es decir, desde el
momento en el cual se aplica una presion negativa en la camara de medicion de la célula de medida.
Completamente al comienzo de la medicién, entre otros, debido al volumen muerto aspirado en primer lugar, se
presentan determinadas fluctuaciones en el caudal hasta que finalmente se ajusta un caudal que decrece de manera
continua. El caudal inicial se define como el caudal que ha sido medido antes de que el caudal disminuyera de
manera continua, exclusivamente durante, al menos, 10 segundos.

Se establece la diferencia entre el quintuplo del caudal inicial determinado, y el volumen determinado de la muestra,
y la diferencia se compara con un valor diferencial de referencia para una funcién normal de los trombocitos.

El valor diferencial de referencia se determina individualmente para cada medicion de una muestra, en tanto que se
establece la diferencia entre el quintuplo del caudal inicial medido, especifico de la muestra, y el valor de referencia
para el volumen de la muestra, para una funcion normal de los trombocitos. La determinacion del valor de referencia
para el volumen de muestra, para una funcién normal de los trombocitos, se realiza de la manera anteriormente
descrita.
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Preferentemente, la diferencia determinada entre el quintuplo del caudal inicial determinado, y el volumen
determinado de la muestra, se proporciona en relacién con un valor diferencial de referencia para una funcién
normal de los trombocitos. En este caso, el valor diferencial de referencia, para una funciéon normal de los
trombocitos, asciende de una manera particularmente preferente al 100 %. Un resultado de la prueba determinado
de esta manera, es una medida para la funcién de los trombocitos en comparacién con la norma (% de la norma).
También se puede denominar hemostasia primaria de capacidad 2 (PHC 2).

Una férmula para realizar el calculo, consiste, por ejemplo, en (“féormula (2) "):

(5 min = - (TV - [:-"-"rpr:}mEdi:}}] *x 100

IF
5 min x IF - {TV premedic = DV promedic)

PHC(2) % =

en donde

IF = caudal inicial de la muestra a analizar,

TVpromedio = promedio del valor del volumen completo para una funcién normal de los trombocitos,
DVpromedio = promedio del volumen muerto del tipo de célula de medida utilizada,

TV = volumen completo de la muestra a analizar.

La ventaja de la presente invencion consiste en que independientemente del tipo de célula de medida utilizada, es
decir, independientemente del tipo de sustancias utilizadas para la activacion o la inhibicion de los trombocitos, e
independientemente de la arquitectura de la célula de medida, las muestras con una funcién reducida de los
trombocitos (riesgo de hemorragia) presentan siempre resultados de prueba menores al 100%, y las muestras con
una funcién incrementada de los trombaocitos (riesgo de trombosis) presentan siempre resultados de prueba mayores
al 100%. Los rangos normales de los diferentes tipos de células de medida, no se diferencian entre si en absoluto
debido a la estandarizacién mencionada.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
Figura 1

La figura 1 muestra una curva convencional del flujo de una muestra de sangre completa, de un donante sano con
una actividad normal de los trombocitos, en una célula de medida de INNOVANCE PFA P2Y. Después de
fluctuaciones iniciales del caudal al comienzo de la medicidn, se ajusta un caudal que decrece de manera continua.
El caudal que ha sido medido al comienzo de la disminucién continua, representa el caudal inicial (IF). El tiempo de
obturacion (VZ) se define como el momento en el que el caudal es menor al 10% del caudal inicial, por una duracion
de tres segundos.

Figura 2

La figura 2 muestra la distribucion y los percentiles de los valores de PHC(1) de determinaciones de la actividad de
los trombocitos en muestras de sangre completas de donantes sanos (N = 138 donantes de sangre sanos) con
células de medida de colageno/epinefrina, colageno/ADP y de INNOVANCE PFA P2Y- (P2Y). Se observa que el
limite superior y el limite inferior del 95% de los intervalos centrales de PHC(1) de los tres tipos de células de
medida, se encuentran muy préximos uno de otro.

Figura 3

La figura 3 muestra la distribucién y los percentiles de los valores de PHC(2) de determinaciones de la actividad de
los trombocitos en muestras de sangre completas de donantes sanos (N = 138 donantes de sangre sanos) con
células de medida de colageno/epinefrina, colageno/ADP y de INNOVANCE PFA P2Y- (P2Y). También en este
caso, se observa que el limite superior y el limite inferior del 95% de los intervalos centrales de PHC(2) de los tres
tipos de células de medida, se encuentran muy préximos uno de otro.

Figura 4

La figura 4 muestra la distribucién de los valores PHC(1) y PHC(2) de determinaciones de la actividad de los
trombocitos en muestras de sangre completas en pacientes cardiologicos antes (N = 23) y después (N = 23) de la
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toma de Clopidogrel, con células de medida de INNOVANCE PFA P2Y. Se observa que tanto PHC(1) como PHC(2),
también ante una funcién considerablemente reducida de los trombocitos, proporcionan resultados diferenciables.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos explican la presente invencion y no se deben entender como una limitacion.

Ejemplo 1: Determinacion de la funciéon de los trombocitos en % de la norma, mediante PHC(1) y PHC(2) en
muestras de donantes sanos

Las muestras de sangre de 138 donantes de sangre sanos, en citrato de sodio tamponado del 3,2 % y del 3,8 %,
han sido medidas mediante una determinacién doble con tres tipos diferentes de células de medida PFA en una
unidad de PFA (PFA-100, Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH). Se han utilizado células de medida que
se encuentran dotadas de una membrana, la cual se encuentra recubierta con colageno (Kol) y con ADP (Kol/ADP),
0 que se encuentra recubierta con colageno (Kol) y con epinefrina (Epi) (Kol/Epi), o que se encuentra recubierta con
ADP y prostaglandina E1 (INNOVANCE® PFA P2Y, de manera abreviada P2Y).A partir de los datos brutos
determinados por la unidad, han sido determinados el volumen completo, el volumen muerto (el volumen de aire que
se obtiene de la célula de medida durante los primeros cuatro segundos de la medicion) y el caudal inicial. A partir
del volumen completo y del volumen muerto de todas las mediciones (cuatro mediciones con células de medida de
P2Y o bien, dos mediciones con células de medida de colageno/epinefrina y colageno/ADP para cada donante), se
ha calculado el promedio del valor del volumen completo para una funcién normal de los trombocitos TVpromedio,
es decir, el valor de referencia para el volumen de muestra para una funcién normal de los trombocitos, y el
promedio del volumen muerto del tipo de célula de medida utilizada DVpromedio. Los valores promedio se
representan en la tabla 1.

Tabla 1
Tipo de célula de medida TVpromedio [WI] DVpromedio [ul]
Colageno/ADP 300 159
Colagenol/epinefrina 350 159
P2Y 223 144

Los valores promedio mencionados han sido utilizados en las formulas anteriormente mencionadas (1) y (2), como
constantes para el calculo de la funcién de los trombocitos en % de la norma de cada muestra.

La distribucién de los valores de PHC(1) normalizados, se muestra en la figura 2. La distribucion de los valores de
PHC(2), se muestra en la figura 3.

Se observa que el limite superior y el limite inferior del 95% de los intervalos centrales de PHC(1) y de PHC(2) de los
tres tipos de células de medida, se encuentran oportunamente muy préximos uno de otro. Las pequefias diferencias
se atribuyen a la caracteristica de las células de medida, por ejemplo, la magnitud y la concentracién de los
agonistas de trombocitos utilizados.

Con el método conforme a la presente invencion, los resultados determinados para la funcion de los trombocitos, se
pueden comparar directamente entre si, independientemente del tipo de célula de medida utilizado.

Ejemplo 2: Determinacion de la funciéon de los trombocitos en % de la norma, mediante PHC(1) y PHC(2) en
muestras de pacientes anticoagulados

La influencia de la toma de Clopidogrel, un inhibidor de la funcién de los trombocitos, sobre los valores de PHC(1) y
PHC(2) de mediciones de INNOVANCE PFA P2Y, ha sido analizada mediante pacientes cardioldgicos. Para el fin
mencionado, se les ha extraido sangre a los pacientes respectivamente antes y, al menos, 4 horas después de la
toma de Clopidogrel (300 mg) en 3,2 % de citrato de sodio tamponado, y se ha medido la actividad de los
trombocitos con células de medida INNOVANCE PFA P2Y. Para el célculo de la funcion de los trombocitos en % de
la norma de cada muestra, se han utilizado los valores promedio como se muestra en la tabla 1. En la figura 4 se
muestran los valores de PHC(1) y PHC(2) antes y después de la toma de Clopidogrel.
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Ademas, se muestra que tanto PHC(1) como PHC(2), también ante una funcién considerablemente reducida de los
trombocitos, proporcionan resultados diferenciables, hecho que no sucede en el caso del tiempo de obturacion
utilizado generalmente, dado que por lo tanto todos los resultados se informan como >300 s.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la determinacién de la funcién de los trombocitos en una muestra, en donde el método comprende
las siguientes etapas:

a) Utilizacién de una célula de medida, en donde la célula de medida presenta los siguientes elementos:
i) una camara de retencién para retener la muestra,

i) un tubo capilar, a través del cual se conduce la muestra desde la cdmara de retencién hacia una camara de
medicién,
iii) una camara de medicién que se divide en dos compartimentos mediante un elemento de separacion, en donde el

primer compartimento recibe la muestra que proviene del tubo capilar,

iv) un elemento de separacion que divide la camara de medicidn en dos compartimentos y que presenta un orificio, a
través del cual la muestra puede fluir desde el primer compartimento hacia el segundo compartimento;

b) Llenado de la camara de retencién de la célula de medida con la muestra;

c¢) Posicionamiento de la célula de medida en un dispositivo para la determinacion automatica de la funcién de los
trombocitos, en donde el dispositivo presenta los siguientes elementos:

i) Medios para la aplicacién de una presion negativa en la camara de medicién de la célula de medida,

i) Medios para la determinacién del volumen completo, el cual se obtiene mediante la aplicacion de una presion
negativa desde la célula de medida, cuando en la camara de medicién de la célula de medida se aplica una presion
negativa;

d) Aplicacion de una presion negativa en la camara de medicion de la célula de medida, y conduccién de la muestra
a través del tubo capilar y a través del orificio del elemento de separacion;

caracterizado porque el método comprende, ademas, las siguientes etapas:

e) Determinacién del volumen de la muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de tiempo definido a través
del orificio del elemento de separacion, y

f) Comparacion del volumen determinado de la muestra, con un valor de volumen de muestra de referencia para el
funcionamiento normal de los trombocitos; o

g) Determinacion del volumen de la muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de tiempo definido a través
del orificio del elemento de separacion, y

h) Determinacién del caudal inicial, y

i) Establecimiento de la diferencia entre el quintuplo del caudal inicial, y el volumen de la muestra, y comparacion de
la diferencia con un valor diferencial de referencia para la funcién normal de los trombocitos.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en la etapa €) o en la etapa g), la determinacién del volumen
de la muestra, el cual se presenta dentro de un intervalo de tiempo definido a través del orificio del elemento de
separacion, se realiza mediante la medicién del volumen completo, el cual se obtiene mediante la aplicacion de una
presion negativa desde la célula de medida, y la determinacién de la diferencia entre el volumen completo medido, y
el volumen muerto de la célula de medida utilizada.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde en la etapa f) el volumen determinado de la muestra se
expresa en relacion con un valor de referencia para el volumen de la muestra, para la funcién normal de los
trombocitos.

4. Método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el valor de referencia para el volumen de la muestra, para la
funcién normal de los trombocitos, asciende al 100 %.
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5. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde en la etapa i) la diferencia obtenida se expresa en relaciéon
con un valor diferencial de referencia para la funcion normal de los trombocitos.

6. Método de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el valor diferencial de referencia para la funciéon normal de
los trombocitos, asciende al 100 %.
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