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RESUMEN

Una da las principales diferencias entre HNF y las HBPM es que las
HBPM tienen todas menor actividad anti-lla que anti-Xa; sin embargo, cuél de
ostas dos actividades /in vitro tienea mdés importancia para su accion
antitrombética /in vivo es todavia una cuestién de debate. En los dltimos aflos,
varios estudios han demostrado que la inhibicién de la generacion de trombina
global constituye un pardmatro més Util que los ensayos convencionales anti-
Xa y anti-lla para pradecir la eficacia de HNF, HBPM u otros polisacéridos

sulfatados.

Para ayudar a axplicar la relacidn entro actividad antitrombotica v los
ofactos anticoagulantes de estas praparaciones, se ha estudiada la accidn de
una sarie de HBPM comarciales sobre la genaracién de trombina en plagma,
an prasencia y ausencia de F4P o plaquotas, y la capacidad do estas
praparacionas para pravenir la formacién del trombo en un modelo de estasis
vonosa an ol conejo, en comparacién con su precursor HNF. Obtenida esta
informacian, se ha analizado la correlacién entre su eficacia antitrombdtica in
vivo, su capacidad para inhibir generacidn de trombina y sus actividades anti-

Xa y anti-lla determinadas en ensayos anticoagulantes convencionales.

Los datos que so presentan en esta memoria muestran que las
actividades anti-Xa /n vitro no son un buen prondstico de la accidn
antitrombética. Por el contrario, las actividades anti-lla y la inhibicldn do la
genoracién de tromhina en el sistera intrinseco se correlacionan bien con los
afoctos antitrombéticos de las HBPM. Aunque la neutralizacién de heparinas
por FAP paraecla tener una importancia fundamental respecto a la
concentracion de HNF y de las MBPM requeridas para inhibir generacion de
trombina in vitro, este efecto puede no ser relevante en la prevencion de
trombosis venosa donde so considera que el papel da las plaquetas no es tan

importante como en la trombosis artorial,



Los efectos ancontrados no estdn necesariamente relacionados con la
situacion terapéutica conocida hasta el momaento, pero cualquier efecto que
puada demostrarse que no ejerce un papel relevante en los sistemas referidos
0s muy poco probable que sea importants, aun cuando se haya demostrado
que ocurre on sistemas mas purificados. En este sentido el plasma coagulante
puode considaerarse como un modelo ex vivo y constituye un paso mas
corcano a la realidad fisioldgica que ol de los sistamas in vitro, utilizando

factores purificados.
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l. INTRODUCCION



1.1 REAGCIONES DE COAGULACION DE LA SANGRE

Como consecuencia del anorme progreso de la bioquimica de la
coagulacion, especialmente on los ultimos quince a veinte afios, que ha dado
fugar al aislamiento y purificaciéon de las proteinas que participan en aste
proceso asi como a detallados estudios anzimoldgicos de sus interaccionss,
as ahora posible desarrollar un asquama préctico de las reaccionss bioguimicas
que intorvienen en la cascada de la ¢oagulacién. Existe en la actualidad un
consenso para explicar ol mecanismo de la coagulacidn de la sangre siguiendo
dos vias diferontes, que incluyen la activacidn secuencial de varias sorin
protoasas, por proteolisis limitada de pro-enzimas inactivos que estdn
prosantes en ol plasma (Fig.1). Las rutas se inician por diferentes mecanismos,

poro convergen al nival de Factor Xa.

El contacto de la sangre c¢on superficies cargadas negativamente y
prosumiblemente tambien con astructuras subendoteliales, expuestas por un
dafio en los vasos sangulneos, active la via intrinseca. Los enzimas
coagulantes quo se6 generan como consecuencia de la activacion por contacto,
antos do la adicién de CaCl, en plasma, son el factor Xlla y el factor Xla
(Lammie y Griffin, 1985). La adicion de calcio a plasma activado por contacto
produce la activacidn de factor IX por el factor Xla, El factor [Xa a su vez
activa ol factor X, en una reacciéon que requiere factor Viia, fosfollpido y

calcio,

La libaracién celular de factor tisular, o tromboplastina, inicia la via
extrinsaca. La interaccién, depoendiente de calcio, de la tromboplastina tisular
con el factor VII, da lugar a la produccidn del factor Vila y la subsacuente
activacidn de los factores X y IX (Nemerson, 1966; Zur y Nemerson, 1980;
Bach et al., 1981; Morrison y Jesty, 1984; Namarson, 1988).



Sigtema infrinseceo

Activacién por contacio

{(PK K HMrKi}
= AT « HEPARINA
FXii FXiia «
FXi FXla -
Sistema extringeco
FiX FiXa - FViia FVI

£y £itiia

} =2 2 FL

FX FXa - FX
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Protrombina {Fif} Trombina {Flia) -

Fibrinégeno Fibrina

Fig.1. Esquema simplificado de Ia cascada de la coagulacién. Los factores de cozguiacibn se indican con mimeros tomanos v el subindice "a” muestra

¢l factor activado proteolfticamente. Las lineas sélidas representan vias de aceleracitn de fa coagulacién y 1as lineas discontinuas, vias de inhibicién de
la coagulacién. Un asterisco sefiala los enzimas inactivados por el complejo ATlil-Heparina.



Varios de los pasos en las dos vias descritas, se localizan en la
suporficie de plaquetas activadas o posiblemente en la de céluias sndoteliales
y requieren iones calcio y otros cofactores. El factor Xa, originado por
cualquiera de las rutas, se une al factor Va sobre una superficie coagulante en
prasencia do iones calcio formando el complejo enzimético protrombinasa
(Tans y Rosing, 1986}, que convertird protrombina en la proteasa activa:
trombina. Esta enzima juega un papel fundamental en la cascada de la
coagulacién, rompiendo ciartas uniones peptidicas de! fibrindgeno (Smith,
1984, Blombiéck, 1986) llevando a la formacidén de un gel de fibrina, que
constituye el entramado del codgulo. La ragulacidn del nivel de trombina activa

0s por consiguiente criticamente importante en hemostasis.
[.2 REGULACION DE LA FORMACION DE TROMBINA

Es ya bion conocido que la activacidn de los factores V y VIl es
nocesaria para ejercer su papel como cofactores de protelnas y que [a
trombina es el enzima que da lugar a estas activaciones (Newcombs vy
Hoshida, 19686; Borgsagol y Nockolds, 19685; Biggs ot al., 1965; Suzukl et al,,
1982). Entre las diferentes actividades de trombina, dos de éstas son
osenciales para provocar la formacion explosiva de trombina que se requiere
para constituir el tapdn hemostdtico. Se ha demostrado que la trombina s, en
plasma, & enzima llave para la activacién "feedback" de los cofactoras Factor
V y Factor VIl {Pieters ot al., 1989; Yang et al.,, 19980; Ofosu et al., 1991).
La trombina es ademas, junto con o coldgeno, un potente activador de
plaquetas y un fuerte agonista de células endoteliales (Rosing et al., 1986;
Laposata ot al.,1983). Es decir que la trombina es responsable de la
aceleraclén de su propla generacidn a través de la activacion de los cofactores
de protelnas factor VIII:C y factor V y proporciona a su vez una superficie

procoagulante debido a la activacién de plaquetas.



En individuos sanos el sistema de la coagulacién se controla muy
oficazmente y, on ausencia de estimulo trombogénico, el sistema se comporta
en favor de la regulacién negativa del proceso {Bauer y Rosenberg, 1387).
Como ol proceso hemostédtico depende de la formacidn de complejos
molaculares constituldos por un zimdégeno, un cofactor y un enzima
transformants unidos a una suparficie, la supresién final del proceso puade
alcanzarse inhibiendo los complejos moleculares y la generacién de sus
componentos. Hasta ol momento se han identificado una ssrie de mecanismos
da control, y aunque algunos de ellos no astén bien entendidos, bédsicamente
puadon considerase dos tipos: la deostruccidn de cofactores vy la inhibicién de

onzimas,

Durante la coagulacidn in vivo la trombina se une a trombomoduling,
una proteina de moembrana localizada en la superficie de células endotaliales
({Dittman y Majerns, 1990). El complejo trombina-trombomoduline activa
rapidamonte la protefna C del ptasma. La protelna C activada se une a la
protaina S {(Jackson y Nemoerson, 1980; Esmon, 1983; Dahlbiick, 1991) sobre
la suporficio, ya sea, de las plaquetas o del ondotelio. Estos complejos
catalizan la inactivacidn proteolitica de factor Va y factor Villa (Esmon, 1988)
y rotrasan la coagulacién de la sangre. Al encontrarse 1a trombomodulina en
Ia superficie del endotelio intacto, este mecanismo puede ayudar a limitar la
formacién de trombina s las dreas dafiadas. Se ha informado asimismo que la
protefna C activada puede iniciar la fibrinolisls, que sventualmente llevard ala

dastruccion del codgulo de fibrina (Sakata et al.,, 1985},

En los Gltimos cinco aftos, se ha identificado también un mecanismo de
ragulacién de la actividad del complejo factor Vlla/factor tisular (Rapaport,
1989; Harpel, 1987; Rapaport, 1991). El inhibidor de la coagulacién via el
factor tisular forma, junto al factor Xa originado durants la coagulacion, un



complejo cuatarnario con factor Vlla y factor tisular, dependiente de calcio.
Asi, la formacion del complejo atrapa la cantidad limitante de factor tisular vy

ovita mayor activacién del sistema de la coagulacidn.

El plasma contiene asimismo un nimero de inhibidores da proteasas,
que inhiben los enzimas del sistema de la coagulacién: Antitrombina [l
{ATIN,AT), que inhibe la mayoaria de los enzimas del sistema de la coagulacion
como son factor Xlla, factor Xla, factor 1Xa, factor Xa y trombina {Carrell et
al., 1987; Broze ot al,, 1990); el inhibidor de C1 que inhibe calicreina, factor
Xlla, factor Xla (Pixley ot al., 1985; Shapira et al., 1982); el inhibidor de la ¢1-
proteasa que inhibe el factor Xla y el factor Xa (Scott et al., 1982); la a2-
macroglobulina que inhibe calicrefna, factor Xa y trombina, y el cofactor 1l de
heparina que inhibe trombina (Vogel et al., 1979; Tollefsen y Blank, 1981;
Fuchs y Pizzo, 1983; Gitel et al., 1984; Fuchs et al., 1984),

Se considara a ATIll ol més importante inhibidor de la coagulacion,
siondo ol principal inhibidor de trombina y de factor Xa, cuando estos enzimas
se afaden a plasma /i vitro o se inyectan in vivo, Dadas las altas velocidades
de inactivacién de los enzimas de las Ultimas fases de la cascada de la
coagulacién, particularmente trombina y factor Xa, se les puede considerar los
principales sustratos de ATII en sistemas purificados. La observacidn de que
ATIlIl inactiva el factor Xa unido a plaquetas en menor proporcién que el factor
Xa libre {Marciniak, 1973; Milatich et al., 1978} Indica que el efecto dal
inhibidor estd significativamente disminuido en el sitio del dafie vascular,
donde tiene lugar la agregacién de plaquetas. En su lugar, ATIll puede actuar
como un depurador de los enzimas de la coagulacién liberados en la circulacion

y que son por consiguiente potencialmante pearjudiciales.

Las obsarvaciones clinicas de que individuos con deficiencia congénita



do ATIIl presentan un riesgo incrementado para desarrollar trombosis venosa
profunda (TVP} {Egeberg, 1965; Abilgaard, 1981) han dado la svidencia dsl
papel fundamaental de ATl en la regulacién de la coagulacion de la sangre bajo
condicionos fisiolégicas. Entre las antiproteasas, ATIH as particularmente
importante por ol hecho de que su actividad puede ser incrementada por
haparinas, (o que constituye la diana sobre la que actla asta importante familia

do drogas antitrombdticas.

.3 EFECTO DE HEPARINA SOBRE LAS REACCIONES ENTRE ATHI Y LAS
PROTEASAS DE LA COAGULACION

La hoparina comaorcial, heparina no fraccionada (HNF), es una mezcla
hatarogdnea de glucosaminoglicanos, derivados de mucosa intestinal,
principalmente de origen porcino. Es esancialmente un producto estandar que
contiene unidados repetidas del disacérido constitufdo por dcido urdnico (D-
glucurénico o L-idurdnico) y D-glucosamina, variablemente sulfatados en los
grupos amino e hidroxilo (Choay, 1989), Las proparaciones de heparina
comarcial son multidispersas, con pesos moloculares que oscilan entre 6000
y 30000, con un méximo alrededor de 13000 {Johnson y Mulloy, 1976).

Estas propiedades contribuyen a una marcada heterogeneidad del polisacérido.

Sa conoce desde antiguo {(Mclean, 19186) que el glucosaminoglicano
sulfatado, heparina, retrasa la coagulacién de la sangre. Poco tiempo después
del descubrimiento de la hoparina se sugirié que el polisacérido requaria un
cofactor en plasma para su accién {MHowsll y Holt, 1918; Howell, 1928}, v
osta propuesta se confirmé por trabajos subsiguientes (Quick, 1938;
Brinkhous et al., 1939). La naturaleza del cofactor de heparina permanacié sin
embargo desconocida, aunque se hacfa cada vez més evidente una estrecha
relacién entre aste factor y el inhibidor de proteasas de plasma, antitrombina



(Monkhouse et al.,, 1955; Waugh and Fitzgerald, 1956). La evidencia de que
las dos actividades son propiedades de una misma protefna fue dada por
Abildgaard (1968), quien aislé la antitrombina en una forma pura. La protaelna
purificada mostraba actividad anti-trombina y actividad de cofactor de
heparina. Estudios por Yin et al. {1971 a,b) mostraron que ATII también
inhibfa e! factor Xa y asfl aparecio el concepto de actividad anti-Xa de heparina.
Otros trabajos mostraron que la actividad del cofactor de heparina es
dependiente da la unién de haparina a antitrombina, una intaraccion que Heva
a una profunda aceleracién deo la velocidad normal de inactivacién por el
inhibidor de Ia trombina y de otras proteinasas coagulantes (Rosenberg vy
Damus, 1973).

Hasta 1976, se considerd que en un mayor o menor grado cada
moldcula de heparina estaba dotada de actividad anticoagulante, y si la
actividad bioldgica estaba ausente, significaba que la sustancia no era
hoparina. En 19786 sin embargo, tres grupos diferentes de investigadores (Lam
ot al., 1976; H66k et al.,, 1976; Andersson et al.,, 1978) hicieron un
doscubrimionto fundamental para asclarecer la relacidn entre la estructura de
heparina y su funcidn anticoagulante. Se demostré que Unicamente alrededor
de un torcio de las moléculas del polisacérido, en las preparaciones de
heoparina, tenfan la capacidad para unirse a antitrombina (fraccién de alta
afinidad), v que la actividad anticoagulante del material de partida residfa
principalmente en la fraccién unida a antitrombina. Por consiguiente, la unién
a ATIHl se mostraba como el primer determinante de la actividad

anticoagulante de heparina.

La existencia de formas de heparina de alta y baja afinidad implicaba un
grado de especificidad de la unién a ATl desconocido, Poco méds tarde Lindahl
ot al. 1979, utilizando una combinacién de despolimerizacién con acido



nitroso, cromatografia de afinidad con AT y filtracién en gel, aislaron un
octasacarido que parecfa ser el fragmento més pequefio con capacidad de
unién a ATII. Otros estudios de oste fragmento revelaron la estructura de un
pentasacarido (Fig.2) que resultd ser la secuancia de unidn {Casu et al., 1981;
Thunberg et al., 1982},

Nuevos estudios de Lindahl et al.,, 1980, demostraron también la
importancia critica que tonfa un grupo sulfato particular, el 3-O-sulfato, sobre
ol residuo 3, para la unién con ATII, Esta grupo no se encuentra en la haparina
do baja alinidad, y su separacién del pentasacérido lleva a la total pérdida de
ta capacidad do unidn a ATII La estructura y actividad biologica dael
pontasacdrido han sido confirmadas, mediante procesos de sintesis quimica,

por los grupos de Choay, 1983 y Petitou, 1984,
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Fig.2. Socuencia del pentasacérido de heparina con alta afinidad por ATIII

Es puos aceptado que cualquier preparacién de heparina o fraccion de
la misma que sea farmacoldgicamenta o clinicamente activa, deberé contenar
una significativa proporcién de moléculas que incorporen la secuencia de union
a ATII. Se desconoce todavia quéd proporcidn de estas moléculas deben

contener,



1.4 RELACION DE LA ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE DE HEPARINA Y
SU PESO MOLECULAR

La unidn del pentasacdrido a ATl induce un cambio conformacional que
mejora la velocidad de reaccién de ATII con sarin proteasas (Einarsson y
Andersson, 1977; Qlson y Shore, 1981). Puasto que el mecanismo por el que
ATIN inhibe serin proteasas as el mismo para todos los enzimas {Bjtrk et al.,
1989; Lane y Caso, 1989) soria do esperar que, sila unién a ATIII fuara el
tinico doterminante de la actividad anticoagulante, la actividad de las distintas
fraccionos do peso molecular de heparina saria la misma, independientemente
do ta enzima o método do ensayo utilizado. Una primera indicacién de que éste
no era ol caso, se demostré en el estudio de una serie de fracciones,
proparadas por filtracidn en gel, que se movian en un rango de peso molecular
de 5000 a 30000 aproximadamente (Johnson y Mulloy, 1876). Los dos
métodos de ensayo on uso on aquel momento eran ARPTT y anti-Xa, y dstos
dieron resultados completamente diferentes cuando la actividad anticoagulante
so roprosontd frente a la masa molecular, En la misma época el componante
do aita afinidad do heparina, que habia sido preparado por cromatografia de
afinidad sobre ATIll inmobilizada, sae fracciond por filtracion en gel (Andersson
ot al.,, 1976). Las fracciones obtenidas, a {a vez que mostraban mayor
actividad anticoagulante qua las fracciones originales, mostraban exactamente
la misma tendencia de dependencia del peso molecular, consistants en una
clara disminucién de la actividad APTT con el peso molecular, pero
aumentando la actividad anti-Xa. Estudios subsiguientes utilizaron ensayos
amidollticos en lugar de métodos de coagulacién, confirmando estas
tendencias (Barrowcliffe ot al., 1978) y se encontré que, utilizando ATII
purificada, la dependencia de la inhibicién de trombina del peso molecular era
la misma que en al caso de APTT. Es decir que se manifesté claramente que
la dependencia de la actividad anticoagulanta sobre el peso molecular era
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bastante distinta para los dos principales enzimas, trombina y factor Xa,
implicando algunas diferencias en ol mecanismo de accién. Estos resultados
in vitro, se encontraron para una variedad de distintas fracciones de heparina
{Lane ot al., 1978; Barrowcliffe et al., 1879}, y las diferencias entre las
actividados anti-Xa y APTT se observaron asimismo al inyectar fracciones de
heparina de distintos pesos moleculares en voluntarios humanos {Lana et al,,
1979; Thomas y Merton, 1982).

1.6 HEPARINAS DE BAJO PESO MOLECULAR

Como consecuencia de las observaciones indicadas, ha habido un
intenso interds en la fabricacidn da heparinas de bajo peso molecutar (HBPM)
para uso clinico {Thomas et al., 1986; Thomas, 1986). Raclentemente, la
Farmacopea Europea (E.Ph., 1983a) ha publicado una monografia de
"Hoparina do Bajo Peso Molecular", que define estos preparados como "sales
do glucosaminoglicanos sulfatados cuyo peso molecular medio es inferior a
8000, siondo al menos ol 60% de las moléculas de peso molacular inferior a
8000". Esta denominacién comin puede utilizarse para nombrar derivados de
heparina muy diferentes, siendo el proceso de fabricacién parte de su
definicién, ya que las actividades fisicoquimicas y bioldgicas de estos
productos as! como su perfil cifnico pueden depender de estos pardmaetros.

Para conseguir un rendimiento satisfactorio, la mayorfa de los
fabricantes han utilizado métodos de despolimerizacidn quimica o enzimética
en la produccidn da las HBPM, siendo los productos resultantes mezclas de
fragmantos oligosacéridos con pesos molaculares medios antre 4000 y 6000,
pero incluyendo un amplio rango de pesos moleculares. Algunos de los
principales métodos de despolimerizacidn, que se utilizan en la fabricacion de
las HBPM investigadas en esta memoria se recogen a continuacion (tabla 1),
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HBPM COMERCIALES

PRODUCTO cODIGO FABRICANTE METODO DE
| PREPARACION
FRAGMIN Kabi 2168 KabiVitrum Acido nitroso
{Suecia)
LOGIPARIN LHN 1 Novo-Nordisk Heparinasa
(Dinamarca)
FRAXIPARINA CY216 Choay, Sanofi Acido nitroso
{(Francia)
CLEXANE PK 10169 Rhéne-Poulenc B-eliminacién
| [(Francia)

Tabla 1. Métodos de produccién y fabricantes de las HBPM comerciales
inclufdas en asta memoria.

CLEXANE {CLX)

Cloxane {(Enoxaparina) es un derivado de heparina obtenido por un
proceso de dospolimerizacién quimica por f-eliminacidon. El método de
fabricacion incluye la esterificacién de los grupos carboxilo del &cido urénico
de la hoparina, llovando a la formacién de un éster benzllico. Este proceso
hacoe posible una reaccién de fF-eliminacidn con la formacién de un écido
urdnico 4,5 insaturado (Mardiguian, 1981}, Como consecuencia de este
proceso so obtienen fragmsentos de bajo peso molecular de heparina con un
doble enlace terminal en su extramo no reductor. Daspués de la neutralizacidn
de la solucién, la heparina despolimerizada puedse ser aislada y purificada de
acuerdo con procedimientos estdndar. La preparacién es una sal sédica.

En el momento actual, Clexane es la Unica HBPM obtanida por
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despolimerizacién qufmica que exhibe el doble enlace an los extramos no
raductores de los fragmentos. El écido urénico no saturado presenta una
absorcion al ultravioleta {4, 235 nm), que es proporcional al nimero de

cadenas en cualquier muestra dada.
FRAGMIN (FRG)

El proceso de fabricaciéon de Fragmin utiliza una despolimerizacidn
controlada con écido nitroso (Cifonslli y King, 1972; Andersson et al., 1981)
a partir de haparina sddica derivada de mucosa intestinal porcina. Al proceso
de despolimarizacion le sigue un paso de purificacidn por cromatografia de

intercambio idnico.

El tratamionto do heparina con dcido nitroso a bajo pH causa la
desaminacidn selectiva de residuos N-glucosamina sulfatados, con la
subsecuente reorganizacidn y ruptura de la unién glucosidica eantra
glucosamina y dcido urdnico. Esto lleva a la formacién de oligosacaridos con
rosiduos terminales 2,6 anhidro-D-manosa, en lugar dal residuo de
glucosamina. Los residuos anhidro-manosa terminales se estabilizan por
reduccién con borohidrato sddico, con la formacién de 2,5 anhidro-D-manitol.
La heparina despolimerizada se afsla y purifica por precipitacién fraccionada

o cromatografia de intercambio iénico.

FRAXIPARINA (FRX}

La praparacién CY216 desarrollada por el Instituto Choay (Lormeau et
al., 1982: Casu ot al., 1981} se defina por el fabricante como fragmentos de
glucosaminoglicanos, obtenidos a partir de heparina sédica porcina por
despolimerizacién controlada con 4cido nitroso, reduccién y purificacién, El
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ultimo paso es la conversién de una sal sddica en sal célcica, siendo la Unica
HBPM convertida a sal célcica. No se comenta el método de preparacién, por

ser similar al descrito anteriormente para FRG.
LOGIPARINA (LOG)

La preparacién LHN-1 de Novo-Nordisk se prepara a partir de heparina
derivada do mucosa porcina por daspolimerizacidn enzimdtica controlada,
utilizando heparinasa de flavobacterium heparinum,. Este enzima separa
aspoclficamente uniones glucosidicas entre los residuos dcido idurdnico-2-
sulfato y N-glucosamina sulfato, con la formacion de oligosacéridos que llevan
rosiduos urdnicos 4.6 insaturados en ol extremo no reductor (Nielsan vy
Ostorgaard, 1988, Loganathan ot al., 1990}, Estos residuos presantan, al igual

que en el caso deo CLX, absorcidén al uitravioleta {4, 236 nm).
1.6 ACCIONES ANTICOAGULANTES DE LAS HBPM

En ol contexto de osta memoria, ol tdrmino "actividad anticoagulante”
so define en su sentido clésico, esto es, cualquler accién que previene o
retrasa la coagulacién in vitro. Puesto que la coagulacién solo ocurre an
prasencia de trombina, "actividad anticoagulante" significa cualquior actividad
que aumenta la inhibicién de trombina, o inhibe o retrasa o previene la
genaracién de trombina. Para distinguir entre los procesos in vivo e in vitro,

ol término “actividad antitrombdtica® se referird exclusivaments a la

pravencidn de coagulacién /n vivo,

Se ha indicado ya que sl requerimiento minimo para la unién de heparina
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a ATIHl es una secuencia de pentasacdrido especifica, con sl consiguiente
cambio confarmacional que incramenta la actividad de! inhibidor. Ademas, los
requerimientos para la potenciacidn de la actividad inhibitoria de heparina
difieren para los varios enzimas de coagulacién. Este hecho se observd, de
forma muy aparente, cuando se analizaron fragmentos inferiores a 18
sacaridos {(PM 5400}, Holmer et al., aisiaron en 1980 un fragmento que
contenfa 10 a 16 sacdridos con alta afinidad por ATIII. Este fragmento tenia
muy alta actividad anti-Xa pero su actividad en un ensayo de inhibicidén de
trombina fue muy Infarior. Posteriormente otros grupos (Thomas ot al,, 1982;
Barrowcliffa et al., 1984) sestudiaron tres fragmentos de PM mejor definido:
un decasacdrido, un hexadecasacdrido y un fragmento de 20 a 22 sacéridos.
Todos los fragmentos tenian actividad anti-Xa pero solamente el fragmento de
20-22 sacéridos presentaba actividad significativa en eansayos de inhibicidn de
trombina. Estos resultados indicaban que un cierto PM era un requerimiento
absoluto para la potenciacidn de Ia inhibicidn de trombina. Esta requerimiento
so definié de forma mds pracisa por Lane et al. (1984), indicando que la
actividad anti-lla no se encontraba hasta alcanzar una longitud de al menos 18
sacaridos, y que aumentaba de forma importante a partir de este PM. Es decir,
la inhibicién de trombina requiere una sacuencia de polisacérido adicional al
pentasacérido, de al menos 13 sacéridos, de forma que ambos, enzima e
inhibidor, puadan unirse a la misma cadena de heparina. Esto es el llamado
mocanismo "template" (Pomerantz y Owen, 1978). Se ha sugerido que este
mecanismo de aproximacién es al menos tan importante como el cambio

conformacional de ATIIL

Parece evidente, de los estudios ya mencionados, que el mecanismo de
potenciacién de la inhibicién de factor Xa por heparina es distinto del de
trombina, ya que los fragmentos de bajo peso molecular con actividad anti-lla
disminufda retienen su actividad anti-Xa. La potenciacién de la inhibicidn de
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factor Xa, sin embargo, requiers solamente la secusencia mfnima del
poentasacdrido. No hay requerimiento para la unién del enzima y por ello las
moléculas por debajo de los 18 sacdridos, asi como el pentasacérido sintético
tienen alta actividad anti-Xa (Choay et al.,, 1983; Thomas et al., 1989a), a
posar de no potenciar la inhibicidn de trombina por ATII. Esta diferencia en el
mocanismo de accidn es responsshle de que las HBPM comoerciales,
constitufdas por varias mezclas de moléculas superiores e inferiores a 18
sacdridos, exhiban actividades més olevadas en ensayos anti-Xa que en

ensayos anti-fla.

Existen otros aspectos de la actividad anti-Xa en HBPM que merecen
mencién. El primoro es que la actividad anti-Xa se mide en la mayoria de los
sistomas do ensayo utilizando el enzima libre, y en ausencia da calcio. Cuando
los ensayos anti-Xa se hacen en plasma, el factor Xa es necesariaments
adicionado a plasms heparinizado en ausencia de CaCl,, ya que el plasma
citratado y la adicidn de CaCl, causarian coagulacidn, Sin embargo, pueden
realizarse ensayos con ATHI, en presencia o ausencia de CaCl,, y esto
introduce una difarencia sustancial en cuanto a la dependencia de la actlvidad
anti-Xa del paso molaecular. Se ancontré que la adicidn de iones calcio potencia
la actividad anti-Xa, aumentando sl grado de potenciacién con la longitud de
la cadona, y dando como resultado un marcado incremento de la actividad
aspec(fica molar con el peso molecular (Barrowcliffe y L.e Shirlay, 19889; Ellis
et al,, 1986). Por consiguients, la inhibicién de factor Xa por ATII se
incrementa a medida que aumenta el peso molecular, cuando se mide con
factor Xa humano en presencia de CaCl,. Estos resultados sugieren la
posibilidad de un macanismo "template", con CaCl, promoviendo la unién de
factor Xa a heparina, de forma andloga alo que ocurrfa en 8l mecanismo de
unién a trombina. Por otro lado, la accién inhibitoria de ATIIl sobre factor Xa,

en presencia y ausencia de heparina, disminuye marcadamente cuando el
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factor Xa forma parte del complejo protrombinasa (Jackson, 1987). En
ausencia de heparina, la inhibicidn de factor Xa por ATIIl es mucho méds lenta
cuando el factor Xa se une a plaquetas (Walsh y Biggs, 1972} o al complsgjo
Ca®'-Fosfollpido-factor Va (Marciniak, 1973; Nesheim y Mann, 1983).
Estudios relizados por Barrowcliffe et al. {1987} y Shoen st al. {1989)
mostraron asimismo una disminucién de la actividad anti-Xa cuando se med(a
on osta forma més fisioldgica. Estas observaciones sugiaren que las altas
actividades anti-Xa de los componentes da muy bajo peso molecular de las
HBPM, medidas utilizando el enzima libre, pueden exagerar la influencia de

a8stos componentes /n vivo.

1.6.2 Inhibicion de Generagion de Trombina

Se ha indicado ya que ol objetivo de cualquier anticoagulante as reducir,
rotrasar o prevenir la goneracion de trombina, Aunque fag acciones inhibitorias
do las HBPM sobra serin proteasas individualas son ahora bastante conocidas,
la complejidad del sistema de la coagulacién hace dificil predecir qué
reacciones son mas importantes para la inhibicidn de la generacién de
trombina. Los estudios con enzimas aislados, incluso si se realizan bajo
condiciones fisioldgicas, no son necesariamente una buena guia da la
capacidad global de heparina y de las HBPM para inhibir la generacién de
trombina. Una de las principales razones para ello, es la existencia de los
"feodback loops" da trombina, por los que las primeras trazas de trombina
producidas activan los cofactores VIl y V, dando lugar a un répido incremento
de la generacién de trombina subsecuente. Estudios realizados por Ofosu et
al. {1987, 1989) y Hemker et al. {1987), han puesto de manifiesto la
importancia de la inhibicién de estos “feedback loops" de trombina por
heparina y HBPM. Las moléculas por debajo de 18 sacéridos, incluyendo un
pentasacérido sintético, son inhibidores relativemente débiles de generacidn
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de trombina, a pesar de su elevada actividad anti-Xa, mientras que las cadanas
de heparina alrededor de 18 sacéridos son inhibidores de genaracién de
trombina mucho més potentes {Ofosu et al., 1985; Barrowcliffe y Thomas,
1989).

La importancia de la inhibicién de trombina se puso de manifiesto
asimismo por el hecho de que inhibidores sintéticos de trombina {p.e. hirudina
recombinante), que no tionen actividad anti-Xa, son eficaces inhibidores de
generacién de trombina in vitro (Ofosu et al., 1985; Gray et sal., 1991).

tea de heparina

1.6.3 Interaceidn con proteinag neutralizom

Aunque la unién a ATII es el principal determinante de las actividades
anticoagulantes de heparina y HBPM, su accién global /n vivo pueds ser
considerablomente afectada por |a intoraccidn con otras proteinas del plasma,
algunas de las cuales modulan la actividad anticoagulante. La proteina mas
importante en esta categoria es el factor 4 plaquetario (F4P), que esté
prosente on los granulos -o- de las plaguetas y se libera tras su activacion,
Existen dos aspectos importantes de la interaccién de FAP con heparina que
son relevantes para la accién de las HBPM in vivo. El primerc es que la
interaccién os dependiente del peso molecular {Lane et al.,, 1984, 1986)
requiriendo una longitud de cadena de al menos 18 sacéridos para su unidn
dptima. Este as ol mismo requerimiento que para ta inhibicién de trombina, de
forma que las moléculas por encima de 18 sacdridos, que tienen actividad anti-
Xa y anti-ila, pueden ser completamente neutralizadas por F4P, mientras que
las moléculas inferiores a 18 sacéridos, que retienen actividad anti-Xa, son
mas resistentes ala neutralizacién por FAP, Podrfa esperarse antonces que las
HMBPM serfan més efectivas que HNF como inhibidores de generaciéon de

trombina en plasma rico en plaquetas {PRP). Por otro lado, F4P interacciona
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igualmente bien con heparina de alta y baja afinidad por ATIll. Es decir que a
una concentracidn determinada de F4P, la presencia de moléculas de heparina
de baja afinidad protegerén de la neutralizacidn a las moléculas de alta afinidad
y esta proteccion serd superior en las preparaciones de heparina con mavyor
proporcidn de moléculas de baja afinidad, como es el caso de las HBPM,

comparadas con HNF,

1.7 ACCION ANTITROMBOTICA EN MODELOS ANIMALES

Aunque los datos obtenidos de modslos animales pueden estimarse
unicamente como un sustituto de los resultados clinicos, puode axtraerse una
informacidn Gtil siempre que el modelo escogido sea relevante del proceso
patogénico de trombosis en ol hombre, y que se utilicen técnicas bien
ostandarizadas, La patogénesis de trombosis venosa engloba principalmente
hipercoagulabilidad y estasis, teniendo solo un papel menor la activacion de
plaquetas v ol daffio do vasos sanguineos {Thomas, 1988), Uno de los modslos
animalos més ampliamente utilizado para el estudio de heparina vy
anticoagulantes similares es el modselo de estasis sn conejo, originalmente
desarrollado por Wosslor {1968, 1962), Como fuente de hipercoagulabilidad
on ol modelo original se utilizé suero humano, que contenia varios factores de
coagulacidn activados. La combinacién de la inyeccién de suero y estasis
venosa local, produce un trombo reproducible que puede utilizarse como base

para al estudio de los efectos de varios preparados anticoagulantes.

La hipotesis da que la prevencién de trombosis por heparina estaba
fundamentalmente relacionada con su actividad anti-Xa, se basaba en dos
Imeas de razonamiento. En primer lugar, el éxito clinico de bajas dosis de
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haparina en la prevencidn de TVP post-cirugia ora diflcil de axplicar, ya que a
asas bajas dosis apenas se obtenfa prolongacién del tiempo de coagulacién en
ensayos de APTT, En segundo lugar, debido a la naturaleza de amplificacidn
de la cascada de la coagulacidn, la inhibicién de factor Xa podrfa proveer
mayor accidn antitrombdtica que la propia inhibicidn de trombina. Los estudios
iniciales con fracciones de bajo peso molecular de heparina, apoyaban la
hipdtesis de que la actividad anti-Xa estaba unida a sus efectos
antitromboéticos. Por ejemplo, Thomas et al. {1981), utilizando un modelo
Waesslor de ostasis en conejo, con suaro como estimulo, encontraron que una
fraccion con PM alrededor de 8000 era tan eficaz como HNF, cuando su
actividad se expresaba oen mg ¢ an unidades anti-Xa, a pesar de que
presentaba Gnicamente la mitad de la actividad de HNF en ensayos APTT,
Holmer ot al. {1982), encontraron resultados similares con una fraccidon de PM
alradedor de 4Q00 que mostraba Gnicamente al 20 % de la actividad APTT de
HNF, vy lo mismo ocurrié en otros grupos que utilizaron una variedad de
fragmentos de heparina con PM medio de 4000 a 6000 {Bergvist ot al., 1985;
Diness ot al.,, 1986), No obstante todas estas preparaciones eran
hetorogéneas y no podia concluirse si la actividad anti-Xa era la Unica

rasponsable del efecto antitrombdtico,

En 1982, aparecieron tres publicaciones que mostraban evidencia de la
hipétesis opuesta. Holmer et al. {1982), utilizando fragmentos de PM 2100,
3300 y 4000, encontraron que los fragmentos de peso molecular mads
pequefio, que tenian slevada actividaed antl-Xa y casi ningin efacto sobre el
ensayo APTT, eran pobres agentes antitrombéticos. Thomas et al. (1982),
mostraron que un decasacdrido homogéneo con atta afinidad por ATIl, apenas
prasentaba accién antitrombdtica, a pesar de tener una actividad anti-Xa
superior a 1000 Ul/mg. Un fragmernito mayor de 16 sacéridos fua mas efectivo
pero solo la mitad de activo que HNF, como lo era un fragmento de 20-22
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sacéridos. Una discordancia similar entre actividad anti-Xa y accidén
antitrombotica se informé por Ockslford et al. (1982), para un fragmento de
PM 3000. Igualmente, Mattson et al. {1989) encontraron una gradual
disminucién de potencia antitrombdtica, al valorar oligosacdridos individuales
de 8 a 20 unidades en un modelo de estasis en conejo, a madida que
disminufa la longitud de la cadena. Es decir, la correlacién entre actividad
antitrombdética y actividad anti-Xa se rompe por debajo de 18 sacaridos y por
olio en este rango, el paso molecular parece ser gl méas importante pardmetro

de la accidén antitrombdtica.

Una razdn de la pobre correlacidn con la actividad anti-Xa para un muy
bajo peso molecular, puede ser el método de medida de actividad antl-Xa ya
comentado, en al que se utiliza factor Xa libre en ausencia de iones calcio u
otros componontes del complejo protrombinasa. Esto pueda ayudar a explicar
la disminucion gradual en actividad antitrombdética, encontrada por Mattson,

al disminuir ol peso molacular.

1.7.2 Aggcion antitrombdtica y_actividad. anti-ila

La importancia de los "feedback loops" de trombina y la relativa
ineficacia como inhibidores de generacidn de trombina de oligosacéridos con
actividad anti-Xa Gnicamente, ha subrayado que la potenciacidn de la
inhibicidn de trombina por heparina y las HBPM es el pardmetro més relevants
para su capacidad global de inhibicién de generacién de trombina. Puesto que
los oligosacéridos infariores a 18 unidades, que no presentan actividad anti-lla,
son también agentes antitrombdéticos menos eficaces que las moléculas més
grandes, la cuestién a plantear es si la actividad anti-lla de estas cadenas mas
largas es impartante para su accién antitrombdética. Esta hipdtesis es dificil de
valorar con heparina y HBPM ya que no existen cadenas de sacéridos que
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presenten actividad anti-lla sin tener también actividad anti-Xa. No obstants,
Ofosu et al. (1988), mostraron que los polisacdridos sulfatados dermatén
sulfato y pentosdn sulfato, que no tienen actividad anti-Xa pero catalizan la
inhibicion de trombina via el cofactor [l de heparina, eran agentes
antitromboticos eficaces si se administraban en dosis elevadas. Estos estudios
demostraban que preparaciones que inhiben tnicamente trombina pueden ser
eficaces agontes antitrombdticos, aunque a mayores dosis que HNF, y que un
relativamente modesto incromento en la capacidad de los plasmas para inhibir
trombina, que no puede dotoctarso por ensayos de anticoagulacion
convencionalas, podria ser suficiente para dar un efecto antitrombdtico, al
menos en el modelo animal estudiado. Por Uitimo, nuevo soporte del papel de
la inhibicidn de trombina en la accidn antitrombdtica /n vivo se ha aportado por
of grupo de Amar et al. (1980), utilizando tromboplastina como estimulo
trombogénico, al encontrar una buena correlacién entre las actividades
antitrombdtica y anti-lla de HNF y dos HBPM.

.8 RELEVANCIA CLINICA DE LAS ACTIVIDADES ANTI-Xa Y ANTI-Ila

En of marco da la profilaxis de TVP, que es la principal indicacidn da las
HBPM, la tabla 2 recoge un resumen de las dosificaciones de las varias HBPM
utilizadas on clinica (informacidn dada por los fabricantes). Puede observarse
que las actividades anti-Xa do las distintas HBPM cubren un rango reducido,
de 2000 a 3500 Ul, mientras que las actividades anti-lla de las mismas
proparacionas cubren un rango de factor 8. En la situacion clinica referida,
parece existir una mejor correlacién de la dosis eficaz con la actividad anti-Xa,
que con la actividad anti-lla, La explicacién no obstante se complica por el
hecho de que estas preparaciones se administran subcutdneamente, vy las
diferencias en absorcién de las moldculas con actividades anti-Xa y anti-lla
podrian tener un papel importante. En el tratamiento de trombosis venosa
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existan pocos estudios de HBPM bien controlados, que hayan sido publicados
hasta el momento (Aibada et al., 1983; Hull et al., 1992; Hull vy Pineo, 1992},

y existe de nuevo una buena correlacidn entre la actividad anti-Xa y efectos

clinicos.
PROFILAXIS DE TVP
mgy aXa (Ui} alla (Ul)
FRAGMIN e 18 2500 1100
LOGIPARIN =45 3500 2400
FRAXIPARIN e 32 3100 860
CLEXANE e 20 2000 500

Tabla 2. Dosis de las distintas HBPM comarciales utilizadas en profilaxis de
TVP, exprosadas on términos de peso, actividad anti-Xa y actividad anti-lla.

Globalmente, puede decirse que los rosultados clinicos no apoyan la
hipdtesis de que la actividad anti-lla de las HBPM sea mas importante que su
actividad anti-Xa en la accidn antitrombética /n vive. Una posible explicacion
0s que on todos estos ensayos clinicos, la actividad anti-Xa fuera solo un
marcador de la actividad bioldgica real, asto es de la inhibicidn de los
“faedback loops* de trombina. En cualquier caso la actividad anti-Xa es
probablemente el mejor indicador de los sitios de unidén a ATIII, prerrequisito
de la actividad antitrombdtica. En este sentido, el Profasor Ofosu sugirié que
los ensayos anti-lla son insuficientemente sensibles y observd (Ofosu et al.,
1988) que la inhibicién de trombina adicionada a plasma no diluldo se

correlacionaba con la actividad antitrombética en animales.

Otra posible explicacién para la pobre correlacién de ensayos anti-lla con

la situacién in vivo, enunciada por el profesor Hemker (1987), es que las
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actividades relativas de HBPM y HNF pudieran ser diferantes en presencia de
F4P, por su menor neutralizacién de HBPM quo de HNF.

Los estudios recogidos en esta Introduccidn constituyen el imite del
conocimiento sobre los mecanismos de accidn de las HBPM, /n vivo. A pesar
de importantes investigaciones durante las dltimas dos ddcadas, la accidn
torapdutica de heparina no estd bien entendida y es en el marco de estos

antecaedentes en ol que se inicid la investigacidn descrita en asta memoria.
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Il. QBJETIVOS



. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La heparina de bajo peso molecular {HBPM) estd demostrando ser una
alternativa bien establecida frente a la heparina no fraccionada (HNF),
particularmente en la profilaxis de trombosis venosa profunda (TVP), donde la
convgniancia de una Unica inyeccidn diaria, en lugar de dos o tres como para
HNF, constituye una ventaja definitiva. Sin embargo existe todavia una
importante controversia sobre los mecanismos de su efecto antitrombdético in
vivo, y en particular acerca do la relovancia do los varios ensayos y actividades

anticoagulantes /n vitro con respecto a sus acciones /in vivo,

Esta memoria, despuds de haber ravisado de forma detallada la situacidon
de esta controversia (ver Introduccidn), estudiard principalmente la relacidn
entre las actividadoes antitrombdticas de 4 HBPM comerciales (FRG, LOG, FRX,
CLX) determinadas en un modelo animal y sus actividades anticoagulantes

medidas /n vitro, siempre en comparacién con su precursor HNF,

Se racogen a continuacién los objetivos desarroltados a lo largo de esta

investigacion:

1. Daterminar la capacidad de distintas HBPM y de HNF para inhibir la
genaracidn de trombina en plasma pobre en plaquetas (PPP) y evaluar la
rolacidn do estas actividades con las obtenidas en ensayos amidolfticos

convencionales de actividad anti-lla y actividad anti-Xa.

2. Estudiar al efacto del Factor 4 Plaquetario (F4P) purificado sobre las
actividades de HNF y de las HBPM en los sistemas de ensayo de actividad
anti-Xa y actividad anti-la por sustratos cromogénicos, y de generacién de

trombina en PPP.
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3. Madir las actividades inhibitorias de HNF y las distintas HBPM en sl
onsayo de generacién de trombina en plasma rico en plaquetas (PRP), y
analizar @l significado de estas actividades en relagion a las encontradas en
PPP vy en PPP + F4P,

4, Investigar la capacidad de HNF y de las HBPM para prevenir la
formacién del trombo an un modela de estasis venosa de Wessler en conajo,

utilizando suero humano como aestimulo trombogénico.

5. Elucidar la corralacidn entro la eficacia antitrombética in vivo y las
actividades anticoagulantes /n vitro de las distintas HBPM y de HNF. Los
ansayos in vitro valorados corresponden a los ensayos de generacidén de
trombina, en presencia y ausencia de plaquoetas, y a los ensayos de susiratos

cromogénicos anti-Xa y anti-lla.
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. _MATERIALES Y METODOS.



1.1 MATERIALES

(.1.1  Patrones

11.1.1.7 4° Patrén Internacional de HNF [HNF(PI)]

Liofilizado de haparina sddica, oxtralda de mucosa intestinal porcina,
envasado en ampollas; peso medio del liofilizado 9.2 mg. La potencia
ostimada, 1780 Ul por ampolla, se valord en un estudio de colaboracién

intarnacional (Thomas ot al.,, 1984),

Esto patrén se astablecid en 1983 por o Comité de Expertos de
Estandarizacion Bioldgica (CEEB), de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). La proparacién so distribuye por el NIBSC (cOdigo 82/602), Potters
Bar, Herts EN6 3QG, acompafiada de informacidn adicional sobre la

reconstitucidon y mantenimiento del patrén,
Mm.1.1.2 1" Patrén Internacional de HBPM [HBPMI(PI}]

Proparacién de heparina de bajo peso molecular {sal sddica), envasada
y liofilizada en ampollas: peso medio del liofilizade 10 mg. El principio activo
se prepard a partir de heparina sédica no fraccionada, procedente de mucosa
porcina, por despolimerizacién controlada con dcido nitroso y reduccion por
borohidrato sédico. El 90% de los polisacédridos de esta preparacién se mueve
en un rango de masa molecular de 2000 a 9000 Da, siendo su masa molecular

media alrededor de BQOO Da.

La preparacién se calibré en un estudio de colaboracién internacional

(Barrowcliffe et al., 1988), asigndndose las slguientes potencias!

29



- 1680 Ul de actividad anti-factor Xa por ampolla
665 Ul de actividad inhibitoria de trombina por ampolla
El valor de potencia anti-factor Xa se utilizard siempre que se realicen ensayos
de coagulacién o amidolfticos para medir esta actividad, ya sea en plasma, o
en un sistema purificado con ATI El valor de la actividad inhibitoria de
trombina se utilizard como referencia cuando esta actividad se mida en
cualquiera de los sistemas de APTT, tiempo de trombina o inhibicién de

trombina en snsayos amidolfticos.

Este patrdn se establocid por ol CEEB de la OMS en 1986, Se distribuys
igualmente por el NIBSC, cédigo 85/600, con informacidn adicional sobre ol

uso de fa preparacion,
1.1.1.3 1* Patrén Internacional de Trombina Humana

Extracto de fraccion Il de Cohn obtenida a partir de una mezcla de
plasma humano, siguiendo el método de Miller y Copeland (1962}, con un
contenido de 100 Ul de trombina por ampolla. Consiste principaimente de

a-trombina, con alta proporcién de § y y-trombinas,

Este patrdn se establecié en 1975 sobre la base de un estudio de
colaboracidn internacional {Robaertson et al., 1975), El Comité Internacional de
Trombosis y Hemostasis recomendé su adopcién y fa unidad que define. Una
unidad NIH {National Institute of Health, U.5.A) es comparable a una unidad
intarnacional de este patrén, Se distribuye por el NIBSC con el cddigo 70/187,

.1.1.4 1% Patrén Internacional de a-Trombina Humana

Preparacion liofilizada de a-trombina de alta pureza, obtenida a partir de
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la fraccién Il de Cohn, segun el procedimiento de Fenton et al. (1977}, En un
gstudio da colaboracidn internacional {Gaffney et al., 1892), se le asigné una

potencia de 100 Ul por ampolla.

Esta preoparacidn se establecid como patrdn internacional por el CEEB,
OMS, en 1991, Las ampollas se distribuyen por el NIBSC, cédigo 89/588, con
informacidn adicional sobre las caracteristicas e instrucciones de uso de este

mataerial,
M.1.1.5 1Y Patron Internacional da F4P Humano Purificado

Liofilizado de F4P disuelto en NaCl 0.6M Tris 10 mM, pH 8.2, con 2
mg/ml de albumina humana como estabilizador, y envasado en ampollas
{Campbell, 1974). Esta preparacidn se valord por radicinmunoensayo (RIA), en
un estudio de colabaracién internacional (Curtis y Kerry, 1983) y la estimacion
del contenido de F4P fue de 382 ng/ampolla.

El patrén (NIBSC cédigo 83/808) se establecié por la OMS (CEEB) en
1984 y estd actualmente extinguido. Las ampollas se aimacenaron a -40°C,

I1.1.1.6 Calibrador da Peso Molecular para HBPM

Muestra de heparina procedente de mucosa bovina, parcialmente
degradada por heparinasa. Cubre un rango de masa molecular de 600 Da a
aproximadamente 10 kDa. La preparacién se presenta en ampollas, que
contionen 21.48 + 0.16 mg del calibrador, almacenadas a -20°C. Se
establecid en 1991 por el Comité Cientlfico de la Sociedad Internacional de

Trombosis y Hemostasia. Se distribuye por al NIBSC con el cédigo 90/686.
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n.1.2  HBPM Comerciales
11.1.2.1 Fragmin (FRG)

Joringas prellenadas, 5000 Ul anti-Factor Xa en 0.2 mil; concentracién
{p/v) 170 mg/mi. Lotes 42409 y 45331, KabiVitrum AB, Sweden.

.1.2.2 Logiparin (LOG)

Joringas prallanadas, 3600 Ul anti-Factor Xa en 0.3 ml; concentracion
(p/v) 140 mg/ml. Lote 220690, Novo Nordisk, Copenhagen, Danemark.,

11.1.2.3 Fraxiparina (FRX)

Jaringas prellenadas, 3100 Ul anti-Factor Xa en 0.3 mi; concentracién

{p/v) 100 mg/mi, Lote C1. Labaz, Sanofi, Barcelona, Espafia.
i1.1.2.4 Clexane {CLX)}

Jeringas prellenadas, 4000 Ul anti-Factor Xa en 0.4 ml; concentracion
(p/v) 100 mg/mi. Lotes 4221 y 4253, Rhéne Poulenc Rorer, France.

H.1.3 Reactivos

1.1.3.1 Plasma Humano Normal

Plasma_pobre en plaguetas (PPP)

Se prepard a partir de sangre fresca de 6 donadores, recogida en CPD
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{Citrato-Fosfato-Dextrosa) - Adenina. A fin de obtener la méxima separacidn
de células, se realizd una doble centrifugacién de las seis unidades de plasma
fresco, a 20000 rpm durante 45 minutos, y el plasma lipdmico fue descartado

va que reduce la sensibilidad a la heparina.

El plasma obtenido se distribuyd en allcuotas de aproximadamente 5-7
ml en tubos de pldstico, congelado rdpidamente y almacenado a -40°C o
inforior durante un perflodo méaximo de 6 meses. En el curso de la
investigacidn, se utilizaron tres lotes diferentes de PPP identificados con la
facha de mozcla: 31/7, 13/11, 16/1,

Plasma_rico gn_plaguetas (PRP)

Obtenido a partir de sangre fresca de donadores individuales en ayunas,
recogida en citrato trisddico 3.8% {1 volumen/9 volimenes de sangre). La
muastra de sangre fue decantada cuidadosamaente desde a jeringa por la parad
del tubo de pléstico y mezclada suavemente dos o tres veces con el
anticoagulante. La centrifugacién se realizé a 1100 rpm, durante 10 min a
tomperatura ambiente, sin freno de parada. En estas condiciones se obtuvo un
rendimiento usual de 30 a 36%. Cuando este rendimiento no se consigue,
puede volverse a centrifugar a 1100 rpm otros cinco minutos. Un tiempo
mayor no es conveniente ya que en la parte superior del sobranadante aparece
PPP. En la preparacién del PRP se utllizaron tubos y pipetas de plastico para

minimizar la activacién por contacto.
111.1.3.2 Suero Humano Normal

Se prapararon dos lotes diferentes. Para cada lote se recogieron 26 ml

de sangre por venipuntura primaria, de cada uno de 20 y 25 donadores sanos
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respoctivamente, varones y hembras en ambos casos. La sangre, recién
extralda se activéd con 2 mg /ml de caolin, en frascos universales de vidrio,
durante tres horas a 37°C vy se dejé durante toda la noche a 4°C, La sangre
coagulada se separd por centrifugacién a 2500 rpm durante 10 min,
extrayédndose el suero que se repartid en alicuotas y se almacend a -40Q°C.
Este suero se utilizé como estimulo trombogénico in vivo, a la concentracion

de 1.32 ml de suero por kilo de peso de conegjo.
Se realizd un control de anticuerpos frente al virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH), {enzimoinmunoensayo Abbott, Rec.VIH 1y

2}, sobre los dos lotes de suero, resultando en ambos casos negativo.

1.1.3.3 Fibrindgeno Bovino

Fibrindgeno Bovino Diagen, viales liofilizados de 24 mg. Lotes FN 119
y FN 121, Diagnostic Reagents Ltd., Reino Unido.

1.1.3.4 Fosfollpido de Cerebro Bovino

Proparado en el NIBSC, cédigo 86/616, a partir de cerebro bovino por
un método que minimiza su degradacién oxidativa {Barrowecliffe et al., 1982),
Contenido: 9.88 mg/ampolla. Cada ampolla se reconstituyé con 1 ml de agua

destilada y su contenido se distribuyé en alicuotas de de 256 o 60 ul en tubos

de plastico, que se almacenaron a -40°C o inferior.

1.1.3.5 Arvin (Ancrod)

Ampollas topacio con 1 ml {70 Ul} de una solucién altamente purificada
de ancrod, enzima del veneno de Agkistrodon rhodostoma. Fabricante: Knoll
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AG Laboratories, West Germany. El contenido de las ampollas se distribuyd
en allcuotas de 25 ul o 50 ul, en tubos Eppendorf, que se mantuvieron

congeladas a -40°C,
I1.1.3.6 Control de trombocitos CTC-3

Constituido por trombocitos de origen animal estabilizados vy
suspendidos en un medio bacteriostatico isotdénico semsjante al plasma. El

control CTC-3 es suministrado por Coulter Electronics Ltd., Reino Unido.
11.1.3.7 ATl Humana

Concentrado da ATIlI envasado y liofilizado por el NIBSC en ampollas
(Campbell, 1974), con un contenido do 5 Ul/ampolla, estabilizado con Manitol
(10 mg/ml) o Trehalosa (10 mg/mll: cddigos 87/742 y 87/744
raspactivamanto. El concantrado de ATIH, con una actividad especifica da 4.2
Ui/mg, se fracciond en el Centro Regional de Transfusién Sanguinea de Lille

{Francia) a partir de plasma humano normal.
i11.1.3.8 Trombina Humana

Alfcuotas con 100 U1 (20 w4} de trombina, congeladas a -80°C. El lote
de concentrado de trombina de alta pureza {TH 0015), actividad espec(fica
1700 Ul/mg, se fracciond a partir de plasma humano normal en el Blood

Products Laboratory (BPL), Elstree, Reino Unido.

11.1.3.9 Factor Xa Bovino

Viales liofilizados de Factor Xa cromatografiado Diagen, 4-6
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unidades/vial, estandarizado frente a la referencia 75/690 del ICTH {Comité
Intarnacional de Trombosis y Hemostasis), 1 unidad = 12.60 nM. Se utilizd
un unico lote, XAB5, para todos los experimentos. Los viales se almacenaron

a -40°C hasta su uso. Diagnostic Reagents Ltd, Oxon, Reino Unido,

11.1.3.10 Factor Xa Humano

Alfcuotas con 10 ul de una solucidn de 0.56 mg/ml de factor Xa
humano, obtenidas por donacidn dal Dr. Ofosu, Mc Master University Health

Scionces Centre, Ontario, Canada. Las alfcuotas se almacenaron a -80°C,

La solucién de Factor Xa se prepard por activacidn RVV {(Russell's Viper
Venom) dol factor X humano vy fraccionamiento subsecuente sobre una
columna Mono-Q. El factor Xa se eluyd en un tampodn conteniendo acetato
sédico 20 mM, pH 7, a una concentracién de 300 mM de NaCl.

.1.3.11 F4P Purificado Humano

Preparacion NIBSC 82/648

El contenido asumido por ampolla liofilizada, 800 ng de F4P, se basd en
la informacién obtenida dal protocolo utilizado en el estudio de colaboracidn
internacional {sin publicar) para establecer el patrén de F4P purificado humano.
Se desconocon mds detallos de esta preparacién. Las ampollas se almacenaron
a-40°C,

Reactivo de F4P [F4P{R)]

Preparacién desacada, cedida por el Dr. Duncan S, Pepper del National
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Science Laboratory, Scottish National Blood Tranfusion Service (SNBTS),
Edinburgh, Reino Unido. El método de aislamiento de F4P se ha descrito por
Moore ot al., 19756 y la concentracidon se mididé como peso seco de material.
Se recibieron dos envios de 13 mg cada uno, que se trataron como dos lotes

diforontos.
t.1.3.12 Otros Reactivos

Albumina_Bovina: Polvo de fraccién V desoecado (humedad 1%), de
puroza 98 %. Sigma Chemical Co. St Louis, USA,

Sustratos Cromoodnicos: Sustratos Kabi, §-2238 25 mg y $-2765 25

mg. Chromogenix Quadratech, Surray, Reino Unido.

Cloruro Sddico, NaCl: Pureza 89.9 %. Reactivo analitico Fisons, FSA

L.aboratory Supplies, Loughbarough, Reino Unido.

Acido_acético. CH.COQH: Acido acético glacial. Reactivo calidad
analltica. Fison Ltd., Loughborough, Reino Unido.

Isoton L : Diluyente utilizado en el Contador Coulter. Distribuido por
Coulter Electronics Ltd., Luton, Reino Unido.

Acatato Amdénico: Pureza 99%, Analar. Distribufdo por BDH Ltd, Poole,

Reino Unido.

Imiclazol Saling: Pureza 99%, Fisons Analytical Reagent, FSA Laboratory
Supplies, Loughborough, Reino Unido.
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Pantobarhital _Sqodico: Sagatal, 60mg/ml. RMB Animal Health Ltd,
Dagenham, Reino Unido.

Solucion de Cloruro. Célcico, (CaCl). 1IM: Solucién volumétrica de
219.08 g de CaCl,.6H,0, Analar. BDH Chemicals Ltd., Poole, Reino Unido.

Hidroxianisol Butilado (BHA; 2. [31-tert-butyl-4-hydroxyvanisolel: Agente

antioxidante, Analar, BDH Chemicals Ltd., Poole, Reino Unido.

ERTAL2.H,Q ICH, NICH,, COOH).CH,.COON,1,.2H,Q: Sal disddica del
dcido etilendiaminotetraacético, Analar. Distribuido por BDH Ltd, Poole, Reino

Unido.

Tris.-. {hidroximetil) aminometan. NELCICH,OH). (Tampdn Tris): Pureza
99.6 %. Fisons Analytical Reagent, FSA Laboratory Supplies, Loughborough,

Raino Unido.

Citrato Trisddico, Na,CeHuQy.. 2H,Q: Pureza 99 %, Analar. Distribuido
por BDH Ltd., Poole, Reino Unido.

Caolln: Distribuldo por BDH Chemicals Ltd., Poole, Reino Unido.
I.1.4 Tampones y Riluyentes
H1.1.4.1 Solucién Salina Normal {SS)

Solucién de cloruro sddico al 0.85%. Se preparé en agua de calidad

Milli Q.
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H.1.4.2 Tampdn Tris Salino (TTS), pH 7.4

o i i
Tris 50 mM 6.06
NaCl 1560 mM 8.77

Agua calidad Milli Q: c.s.p. 1 litro

Ajusta de pH: Acido clorhidrico (HC1) concentrado.

N.1.4.3 Tampdn Tris Salino Albtmina 1% (TTS Albimina 1%), pH 7.4

Composigion allitre
Tris 50 mM 6.06
NaCl 160 mM 8.77
Albtdmina Bovina 10

Agua calidad Milli Q: ¢.s.p. 1 litro
Ajuste de pH: HCI concentrado, antes de la adicién de albimina.

.1.4.4 Tampén Tris Salino Albdmina 1 %, 40 mM CaCl,, pH 7.4

Para proparar 1 litro de este tampdn, 40 ml de una solucién de CaCl,
1M so adicionaron a 960 ml de TTS albdmina 1%.

1.1.4.5 Tampo6n Citrato-Albimina-Glyoxalino (CAG), pH7.4

composicidn Yolumenes
Citrato Trisddico 3.8% 30 ml
Alblimina 20% 1 ml

Imidazol 50 mM
150 ml
NaCl 100 mM
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Hi.1.4.6 Tampodn Tris EDTA, pH 8.4

Gomposicion g/litro
Tris 50 mM 6.06
NaCl 176 mM 10.23
Na,EDTA 7.6 mM 2,79

Agua calidad Milli Q: ¢.s.p. 1 litro
Ajuste de pH: HCI concentrado.

.1.4.7 Tampén Tris EDTA Albimina 1%, pH 8.4

Lomposicion gllitro
Tris 50 mM 6.06
NaCl 176 mM 10.23
Na,EDTA 7.6 mM 2.79
Albimina Bovina 10

Agua calidad Milli Q: c.s.p. 1 litro
Ajuste de pH: MHCi concentrado, antes de la adicidn de albimina

f1,1.4.8 Solucién de Acetato Aménico 0.1 M

Se pesaron 7.71 g para preparar 1 litro de esta solucién en agua de
calidad Milli Q.

1.1.4.9 Soluciones de Cloruro Célcico 3mM y 26mM
La solucién de CaCl, 26 mM se preparé a partir de la solucién de CaCl,

1 M, por dilucién 1/40 en agua de calidad Milli Q. La solucién de CaCl, 3 mM
se obtuvo por dilucién de la solucién 26 mM, igualmente en agua uitrapura.
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1i.1.4.10 Diluyente de F4P

Composicion gllifro
Tris 50 mM 6.06
NaCl 2 M 117

Ajuste de pH: HCI concentrado.

1.1.4.11 Diluyente de Fosfollpido

Composicion adlitrg
NaCl 150 mM 8.77
BHA 100 mM 18

11.1.4.12 Suspensién de Caolin

Se propararon suspensiones frescas dae caolln en solucién salina o TTS,

a la concoentracién de 5 mg/ml,

1.1.4.13 Solucién de Acido Acético 10%

Acido acético glacial dilufdo al 10% en agua calidad Milli Q.

De manera general, en la praparacién de todos los reactivos se empled

agua calidad ultrapura, obtenida en el momento de ser utilizada a partir de un

equipo Milli Q de la firma Millipore.

.1.6  Instrumental

natizado ACL 300 Research: realiza un




amplio rango de ensayos, empleando ya sea una medida del coagulo por
nefelometrfa o una medida de reacciones cromogénicas mediante un detector
dptico que lee a 405 nm. Instrumentation Laboratory Ltd, Warrington,

Cheshire, Reino Unido.

Baflo. de. agua_gcirculante tarmostatizado, rango 0 a 160°C. Grant

tnstruments Ltd, Cambridge, Reino Unido.

Centrifuga de masa Bockman TJ-6 con Rotor TH-4 capaz de transportar

cuatro gradillas basculantes para dieciocho tubos. Beckman Instruments

Cantrifuga refrigerada de alta velocidad Sorvall, RC-68, con un rotor de
angulo fijo $5-34 que permite una velocidad mdxima de operacién de 20000

rpm. DuPont Instruments, Newton, CONN, USA.

Coagulémetros da cuatro canales independientas, Schnitger and Gross
modelo 410 A 4B. Heinrich Amelung KG, Reino Unido.

Equino..de_Cromatografia_Lfquida de Alta Eficacia, System Gold
Beckman, Backman Instruments, que incluye: Mddulo de Solventes
Programable 1286, de doble bomba; Mddulo Detector Programable 166, vy
Vélvula da Inyeccién Modelo 210 A. Todos los médulos se controlaron a partir
do un ordenador personal Tandon Plus de 40 M, con el Software de

Cromatografia System Gold,

cidn, Modelo Refractomonitor IV, Ldc

SEC, con unidad de captura de datos de dos
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canalos totalmente independientes, PL-DCU, Polymer Laboratories, acoplados
a un ordenador persona! APPEND 486, 4 Mb RAM vy disco duro 120 Mb.

Impresora de chorro de tinta Deskject 510 de Hewlett Packard.

Balanza de precisidon Mettler, Modelo AE 160, con un campo de pesada
de O a 162 gramos y una precisiéon de 0.1 mg.

pH-metre Beckman, Modelo Century $S-1, con escala expandida y

provisto de electrodo do reforencia de calomelanos.

Contador. de_plaguetas Coulter, modelo ZM, con tubo de 70 um de
aportura. Coulter Electronics Ltd., Luton, Reino Unido,

1.1.6 _Material Biolégiceo

Animalos

So utilizaron conejos blancos New Zealand, 2-3 Kg, libres de gérmenes
patégenos, machos y hembras distribuidos en igual proporcién. Regal Rabbits,
Surray, Reino Unido. Cada lote de conejos se mantuvo una semana en
cuarentena con dieta de mantenimiento y bebida libre, en condicionas de
tomperatura controlada de 20-22 °C y ciclo de luz de 12 horas. Dos veces por

semana se procedia a la limpieza de jaulas y cambio de comida y bebida.

1.1.7 _Otros Materiales

Tubos de vidrio de 10 ml para coagulémetro. Burkard Scientific,

Uxbridge, Reino Unido,
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Tubos dea plastico desechables de 3, 7 y 10 ml con tapén de pléstico y
tubos Eppendorf de 100 ul. Anglian Lab Products, Kent, Reino Unido.

Vasos de precipitados, matraces erlenmeyer, embudos y probetas de

distinta capacidad. Pyrex.

Pipotas automadticas Pipetman deo alta exactitud y precisidn, modelos
P 20, P 100, P 200, P 1000 y P BOOO, que cubren el rango de volimenes de
10 ul a 6 ml. Puntas Gilson C 20 (amarillas) para pipetas P20, P100 y P200;
C 200 {azulos) para pipetas P1000 y C 5000 (blancas} para pipetas P5000.
Para obtoner volimenes de 10 4l o inferiores, on particular para liquidos de
alta densidad, se utilizé una pipeta de desplazamiento positive Microman con

sus puntas correspondientes. Gilson Maedical Electronics, France.
Pipetas graduadas y de doble aforo de 5 y 10 ml. Blau Brand.

Placas Petri de plastico desechables, de 5 om de didmetro. Bibby Sterilin
Ltd., Staffs, Reino Unido.

Columnas de HPSEC, TSK G2000SWXL y TSK G3000SWXL., ambas de
dimensionos 7.8 x 300 mm vy tamafio de poro b um. Tosoh Corporation,

Japan.
Cronémetros de laboratorio. Gama 1/5, modelo 3131, Suiza.

Equipos para venoclisis estériles y apirégenos de un solo uso, con
agujas de 19.1 x 0.8 x 0.6 mm (Butterfly-21); 19.1 x 0.6 x 0.4 mm (Butterfly-
23) y 22.2 x 1.1 x 0.8 mm {Butterfly 19). Venisystems, Abbott Ireland Ltd,

Sligo, Ireland.
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Hilo de seda de sutura negro, en carrete US 5/0. Pearsalls Sutures,

Reino Unido.

Toallitas de gasa: 7.5 cm x 7.5 cm, de ocho hilos. Vernon - Carns Ltd.,

Praston, Raeino Unido.

Matorial de diseccidn: el equipo utilizado se obtuvo de John Waiss &
Son Ltd, London, Reino Unido. Se detalla a continuacién al tipo de material

utilizado:

- Pinzas hemostéticas, de accidn cruzada, ligeras y curvas {Ref. B950B)
- Pinzas hemostdticas de mosquito de Halstead, curvas (Ref. B981C)
- Tijoras curvas de punta roma

- Tijeras planas de punta afilada
- Tijeras de excisién C.Q.F., curvas, 16 mm longitud de corte (B1012)

- Tijoras planas tipo strabismus, punta curva, 14 mm de corte (B1066C)
- Cuchillas desechables de bisturl y portacuchillas (Ref, Paragon 4)
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.2 METODOS

n.2.1

El principio del procedimiento fue propuesto por Nielsen (Van Dedem vy
Nialsen, 1991; Nislsen, 1992) y estd basado en el hecho da que la relacién
ontre la absorbancia al UV, a 235 nm 6 254 nm, y la respuesta del (ndice de
refraccion de la hoeparina degradada por heparinasa, estd linealmente
corralacionada con el grado de polimarizacidn, esto es, con el nimero de

disacdridos por cadena de dicha heparina.

En este sontido, ol establecer un modelo da slucién de una HBPM
utilizando ambos niveles de deteccién, absorbancia e Indice de refraccion
simultdneamente, permite calcular la curva de calibracién del sistema.
Obtenida la curva de calibracidn, es suficiente utilizar la deteccion del indice
do refraccién para determinar la distribucién del tamafio molecular de

heparinas desconocidas.

Instrumental
- Sistema cromatoegrafico

So utilizé un equipo de HPLC System Gold, al que se conectd un
detector de ndice de refraccién, en serie. Puesto que los detactores de Indice
de refraccién son sensibles a la presién, el detector de (ndice de refraccion se
colocéd después del detector UV, Todos los mddulos se controlaron desde un

ordenador personal, mediante el Software de cromatograffa System Gold.
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La recogida de datos de los indices de absorbancia y de refraccidn y su
integracién, se realizé con ayuda del Software PL Caliber ™ GPC/SEC, a través
de una unidad de obtencién de datos, PL-DCU de dos canales totalmente

independientes, acoplada a un ordenador personal.

« Golumnas

Las columnas de HPSEC se escogieron para rasolver an distintos picos
los oligosacdridos de manor peso molecular en las muastras. Se utilizd una

combinacién deo dos columnas, conectadas en serie,

Reactivos

- Tampon. de elucidn.

Se utilizé un eluyente de acetato aménico 0.1 M. Se requirié una fuerza
idnica elavada con el fin de avitar interacciones entre la columna y las

muostras de haparina.

- Patrdn de_calibracion

Muastras del calibrador se reconstituyeron con 2.5 mi de una solucién
de acetato aménico 0,1 M conteniando 1 mg/ml de sacarosa, para obtener una
concentracién de aproximadamente 10 mg/ml. La solucién se repartié en
allcuotas de 100 ul, que se almacenaron a -20°C para uso ulterior.

Como se ha descrito ya en Materiales, el calibrador es una muestra de

heparina no fraccionada parcialmente degradada por heparinasa. La accién de
esta enzima causa la particién de la heparina, dejando en ol extramo no
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reductor del fragmento resultante, un residuo de dcido urénico no saturado
con absorbancia en el espectro ultravioleta (A méx. 285 nm). La heparina no
fraccionada no tiene tal absorbancia. Se establecié que la relacién det nimero
de cadenas que llevan el cromdforo sobre las que no lo llevan es constants
para cada preparacion y es independiente de ia longitud de la cadena. La
absorcion UV a 235 nm puede por consiguiente estimarse una medida relativa
de la concentracién molar (n® de moléculas) a lo largo de todo el rango de peso
molecular de la heparina. Se asume ademds que el indice de refraccién
diferencial (IR} es una maedida relativa de la concentracion de masa y por

consiguiente la relacidn IR/UV es una medida rolativa do peso molecular.

Muestras

Se incluyeron en el estudio muestras de HNF (Pl) vy de cuatro HBPM
comerciales (FRG, LOG, FRX y CLX). Para los ensayos, 8e prepararon
soluciones de concantracién 10 mg/ml on acetate aménico 0.1M, conteniendo

1 mg/m! de sacarosa, de cada una do las haparinas referidas.

Procedimiento
. Cali i¢

El método utiliza un Gnico patrdn de calibracién, que cubre un rango de
masa molecular de 600 Da [disacéridos) a aproximadamente 10 kDa. Este
rango es suficiente para caracterizar las HBPM pero no puede aplicarse al
andlisis de HNF.,

Se aplicaron 20 ul de la solucidn de 10 mg/ml del calibrador sobre el
equipo descrito, utilizando como fase moévil acetato amdnico 0.1 M a un flujo
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de 0.5 mil/min. La longitud de onda del detector UV fue 234 nm vy la
sensibilidad del refractémetro de 0.01.

El tiempo de retraso entre los dos detectores utilizados, UV e IR, fue
exactamente detarminado para asegurar que en los célculos se utilizarfan
sagmentos de elucidn correspondientes, es decir que los cromatogramas de
cada uno de ellos podfan ser alineados correctamente. Los tiempos de
rotencién utilizados en la calibracidn fueron los correspondientas al detector
IR. Es por consiguionte esencial que una vez que sl sistema se ha calibrado no

s0 produzca ningdn camblo en el proceso cramatografico.

Como se ha indicado anteriormente el grupo cromdéforo que lleva el
calibrador es espectrofotométricamente detectable por su absorbancia en el
espectro UV a 234 nm. Si durante la cromatograffa, al eluyente de la columna
es monitorizado con un detector UV a 234 nm y con un detector de (ndice de
refraccion, se obtiene una sefial que os proporcional al nimero de moléculas
(UV 234) vy a la masa {detector IR) an cualquier punto del patrdn de elucidn.
Puesto que la masa molaecular es igual a la masa por molécula, esta cantidad
puede ser calculada en cualquier punto, slempre que las constantes de

proporcionalidad sean conocidas,

Estas constantes pueden ser calculadas a partir de una posicién en el
cromatograma donde la masa molecular sea conocida, por ejemplo en [a
posicién de un tetra o un hexasacérido. Nielsen estableclé que estos factores
varfan muy poco o nada alo largo de la elucién de las preparaciones de HBPM
degradadas enzimdticamente. Debe hacerse una asuncién para la masa
molecular del tetra o hexasacédrido "conocido" puesto que el oligdmero de
heparina es hetarogéneo debido a las diferencias en el grado de sulfatacion,
Por motivos de simplicidad, se est4 haciendo convencional aproximar el peso

49



molecular de una unidad de disacéarido a un tamafo de 600 Da. Esta

convencién se siguidé en el método que se describe.

El factor de normalizacién utilizado para calcular el peso molacular de
la relacion IR/UV se obtuvo a partir del 4rea total bajo las curvas de UV
(ZUV,44) 0 IR (ZIR), excluyendo sales de la muestra y picos del solvente al final
de los cromatogramas, determinando el cociente de la relacién entre el édrea
de la respuesta de IR v la respuesta UV. El factor "F" se calculé entonces con
ayuda del valor M,,, Numero de Masa Molecular Media del calibrador, que se

incluye con la informacién distribuida con este patrén.

La relacion UV/IR se midid en ol mdximo de cada pico y se calculd un
factor de normalizacién (F) de forma que IR/UV (norm.) = IR/UV x F = n. Los
pesos moleculares pueden calcularse a partir de estos valores normalizados:
PM = 600n. La tabla resuftante de tiempos de retencién y pesos moleculares
correspondiontes, se utilizé para desarrollar una curva de calibracién para el
sistema cromatogréfico. Estos célculos se realizaron con la ayuda del software
PL Caliber™ GPC/SEC.

. Anlisis d

Una vez calibrado el sistema, se analizaron las muestras problema,
siguiendo exactamente el mismo método descrito para el calibrador,

asegurando la completa elucién de la muestra y picos dal solvente,

La masa molecular media se define por la exprasién Z{RLM/ZRI)), donde
Rl, es la cantidad de sustancia que se eluye en la fraccidn "i" y M, la masa
molecular correspondiente a la fraccion, En base a las lecturas de los (ndices

de refraccién, se calcularon con el mismo software ya mencionado, la masa
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molecular media, y el porcentaje de moldculas con masa molecular inferior a
3000 Da, entre 3000 y 8000 Da y superior a 8000 Da, para cada una de las

muestras estudiadas.

El Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (APTT) es el ensayo més
ampliamente utilizado en el laboratorio clinico para la monitorizacién de
heparina {Thomson y Poller, 1889}, El fundamento del método consiste en
coagular el plasma con calcio y una cantidad dptima de fosfollpidos (factor 3
plaquetario). Este método fue diseiado para demostrar las deficiencias de la
via intrinseca, generacion de trombina en la coaguiacidn intrinseca, pero esté
también influenciado por cualquier deficiencia a lo largo del tramo final de la
cascada de la coaguiacién. En la prédctica, estard afectado por todos los
factores de coagulacién excepto Factor VIl y Factor 3 Plaquetario (F3P).

Reactivos

Activador. Se utiliz6 caolin como activador para obtener una activacidn
superficial dptima del factor Xll, a la concentracidén de 5 mg/ml en solucién
salina y un tiempo de activacién de 10 min. Tiempos de activacién més cortos
pueden utilizarse pero tienden a dar tiempos de coagulacién maéas largos y
mayor variabilidad. Muchos reactivos comerciales contiensn otros activadores
distintos de caolln, especialmente d4cido eldgico, con el inconveniente de

producir pendientes mads planas {Barrowcliffe y Gray, 1981),
Eosfollpido. Los reactivos de fosfollpido difieren considerablemente en

su sensibilidad a la heparina. En un estudio comparativo (Barrowcliffe y Gray,
1981) los reactivos mds sensibles, esto es, aquéllos que daban la curva dosis-
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respuasta de mayor pendiente disron también los ensayos de heparina més
precisos. En los ensayos APTT que figuran en la presente memoria se utilizé
la preparaciéon de fosfollpido NIBSC 86/516, a una dilucién 1/300 en una
solucidn 0.15 M de NaCl conteniendo 0.1 mM del agente antioxidante
hidroxianisol butilado (BHA). Alternativamente, pod(a utilizarse TTS o solucidn
salina normal si la preparacién se iba a emplear de forma inmadiata. La
solucion de trabajo, mantenida en bailo de hislo durante los ensayos, se

desechd al cabo de un méximo de 2.5 horas.

Muestras

HNE v HBPM

En el marco de este método, se utilizaron concentraciones de 1 y 2 ug
de HNF (Pl), 2 a 8 ug de HBPM (PI) y 1 a 6 ug de Clexane (lote 4221} por ml
de plasma, que se prepararon de la forma siguiente para los snsayos:

- El patrén internacional de HNF se reconstituydé con 820 4l de agua
destilada para obtener una solucién "stock" de concentracién 10 mg/ml, que
so repartié en allcuotas de 100 ul, almacenadas a -40°C. A partir de estas
alfcuotas se prepararon diluciones de trabajo de concentraciones 10, 20y 40
pa/ml, en TTS, Para los ensayos, se tomaron allcuotas de 5 0 10 4l de estas

soluciones,

- Una solucién stock de 10 mg/ml se obtuvo igualmente para el patrén
internacional de HBPM que se reconstituyd con 1 ml de agua destilada. Su
contenido se distribuyd y almacend en las mismas condiclones que las
indicadas para HNF, A partir de esta solucién stock se obtuvieron una serie de
diluciones de trabajo de concentraciones 40, 80, 120 y 160 ug/mi de HBPM
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{Pl} en TTS. De estas soluciones se tomaron & gl para los ensayos.

- Para Clexane, se partié de una solucién de concentracién 100 mg/mi
de esta proparacién y se obtuvieron diluciones independientes de
concentracién 20, 40, 60, 80 y 100 yg/mi en TTS, Como en el caso anterior,

so tomaron & ul de estas soluciones para su andlisis.

Todas las diluciones de trabajo se mantuvieron en bafio de hielo durante

los ensayos.

- NIBSC 83/6056

Se estudiaron inicialmente concentracionas de 0.5 a 8 ng/ml de plasma
que se prepararon a partir de las diluciones de trabajo de concentraciones 10,
20, 40, 80 y 160 ng/ml en TTS, de las que se tomaron & ul para su adicion
a las muastras de plasma para ensayo. En ensayos subsiguientes se utilizaron
concentraciones de 764 ng/mli y 382 ng/ml de plasma, obtenidas al
reconstituir las ampollas con 0.5 vy 1 ml de agua destilada respectivamente;
100 ul de cada una de estas soluciones se utilizaron directamente en los

ansayos.
- NIBSC 82/648

El contenido de las ampollas de esta preparaciéon (600 ngl se
reconstituyé con 1T ml y 0.6 ml de agua destilada, respectivaments. Se
tomaron 100 ul de cada una de estas soluciones, a fin de obtener
concentraciones finales de 600 y 1000 ng de F4P/ml de plasma para ensayo.
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- F4P (R)

Un lote de esta praparacién {13 mg) se utilizé en los ensayos de APTT.
Se disolvid en 2.6 ml de NaCl 2M, Tris 50 mM pH 7.4, para conseguir una
solucion stock de 5 mg/ml. El contenido se repartié y congelé de forma répida

y las alicuotas se almacenaron a -40°C,

Se analizaron cuatro series distintas de concentraciones de la

preparacién F4P(R):

a) 0.4 a 2 yg/ml de plasma, que se obtuvieron a partir de las diluciones
de trabajo de concentraciones 80, 120, 160, 200 y 400 ug/ml de NaCl 2 M
Tris 50 mM pH 7.4, por adicién de § ul de estas soluciones en muestras de

ptasma heparinizado;

by B, 7, 10 y 20 ug por ml de plasma, que se habian obtenido a partir
de soluciones de 100, 140, 200 y 400 ug por ml del diluyente de F4P, de las

que se tomaron B yl para los ensayos;

¢} Una tercera serie, de concentraciones de 14, 25, 30, 35, 40, 46 vy
650 ug de FAP/ml de plasma que se prepararon, como én los casos anteriores,
al tomar alfcuotas de b 4l de las solucionas de 280, 600, 600, 700, 800, 900
y 1000 ug de FAP/ml de NaCl 2 M Tris 50 mM pH 7.4, para su adicién en las

mezclas de ensayo;

d) Por dltimo se estudidé un rango de concentraciones superior, de 60,
70, 80, 90 y 100 ug/ml de plasma, obtenidas al submuestrear 5 ul de las
soluciones de trabajo de 1200, 1400, 1600, 1800 y 2000 ug/mt de NaCl 2M

Tris 50 mM en la mezcla final de ensayo.
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Todo el material de F4P reconstituido, se utilizéd Unicamente durante la

jornada de trabajo, manteniéndolo en bafio de hislo.
Procedimiento

Alfcuotas de PPP se descongelaron en bafio de agua a 37°C y se
mantuvieron en baiio de hislo. Para los ensayos se prepararon mezclas de 90
ul de plasma, 5 yl de HNF o HBPM v 5 ul de F4P, a las concentraciones
adecuadas deo estos materiales (Diseio 1). En cada ensayo se incluyeron
controles para determinar el tiempo doe coagulacién del plasma en ausencia de
heparina, afiadiendo 6 ul de TTS vy 6 ul de la dilucidn correspondiente de F4P
a 90 yl de plasma; el tiempo de coagulacidn del plasma en ausencia de
heparina y de F4P, afladiendo 10 gl de TTS en su sustitucidn; el tiempo de
coagulacién del plasma heparinizade en ausencia de F4P, sustituyendo este
material por su diluyente y por Ultimo para conocer la influencia de las
distintas concentraciones de F4P en ausencia de heparina, se afladieron b ul
de su diluyente y b 4l de TTS. La composicidn de las muestras estudiadas en
este disefio es equivaloente a la utilizada en los ensayos de inhibicién de

generacion de trombina, que se describen mds adelante.

100 ul de cada muestra problema, distribufdos en tubos de pléstico, se
dispusieron en los coaguldmaetros y se atemperaron a 37°C durante 1 minuto,
Cada una de las muestras se valoré por duplicado. Se afadleron 100 ul de
caolin bien resuspendido (5 mg/ml en solucidn salina) e igualmente atemperado
a 37°C, y so agitd para su mezcla. Un intervalo de 30 seg se permitié entre
cada coaguldémetro de cuatro canales. Transcurridos 9 min y 45 seg desda la
adicién del caolin, se afadieron 100 i de fosfollpido {1/300 en NaCl 0,15 M
BHA 0.1mM) sobre cada mezcla de incubacién en cada coagulémetro.
Exactamente a los 10 min se inicié la reaccién de coagulacién, por

b5



recalcificacion con 100 yl de CaCl, 25 mM en cada uno de los tubos, y se

racogieron después los tiempos de coagulacidn.

Se utilizé ademés un diseiio alternativo para la preparacién de las
muaestras problema: 100 ul de plasma heparinizado (90 ul de plasma mas 10
4l de HNF) a los cuales se afladieron 100 ul de la concentracién adecuada de
F4P (Disefio 2). Esta opcidon se escogié para aprovechar la mdéxima
concentracion permitida por sl contenido de las ampollas de concentrado de
F4P, 83/50b y 82/648. Igualmente, se incluyeron procedimientos de control
para identificar el efecto de cada concentracidn de F4P, en ausencia de HNF,

asi como el efacto de 1 yg de HNF y do las soluciones tampdn.

Se recoge a continuacion un esquema e los diseflos 1 y 2 antes
referidos y del método APTT utilizado.

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada

Disefio 1
> 90 ul de plasma + B ul de heparina + 6 yl de FAP
I
Muestra
Problerma
l 80 ul de plasma
by 100 4l { + + 100 ul de F4P
Diseilo 2 10 yl de heparina

100 ul do caolin 5 mg/ml en solucién salina normal
Incubacién a 37°C

A 9 min 45 seg, 100 ul de fosfollpido {dilucién 1/300},
A 10 min, 100 ul de 26 mM de CaCl,

Recogida del tiempo de coagulacién
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Sistema de deteccidn del codgulo

L.a deteccién dal codgulo en los experimentos de APTT se obtuvo en
cuatro coaguldometros cuyo mecanismo de funcionamiento es slsctromecénico.
Estos coaguldmetros emplean el método "gancho", es decir que el punto de
coagulacidn se determina por movimiento del gancho en la muestra de
coagulacién a intervalos regulares. En el instante de la coagulacién se extrae
del llquido un pequefio filamento, quoe transmite una sefial de registro al

sistema electrénico.

Célculos

Los tiempos de coagulacién se recogiseron en segundos. Los resultados
so exprasaron como las medias de los tiompos de coagulacién obtenidos para

cada uno de los duplicados de las muastras,

I.2.3 Métodos de Ensayo Amidoliticos

M.2.3.1 Iphibicién de Factor Xa

La heparina se determiné como un complejo con ATH en plasma. El
complejo heparina-ATIl o plasma heparinizado se incubd con exceso de Factor
Xa por un perfodo definido de tiempo. La actividad de Factor Xa residual fue
asl medida por su accidn catalitica sobre un sustrato sintético especlifico que
libera el cromdgeno p-nitroanilina {pNA). La absorbancia del pNA libre, medida
a 405 nm, disminuye linealmente con el incremento de la concentracion de
heparina. Se recoge a continuacion un esquema de la secuencia de reacciones

que tiene lugar en los ensayos amidolfticos de inhibicién de Factor Xa.
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Secuencia de Reaccionss
1. Heparina + Plasma (ATIll) ————-» Complsjo Heparina - ATI
2. Complejo Heparina - ATIH + Factor Xa (exceso)

|

Heparina - ATIll - Xa + Factor Xa Residual
3. Sustrato cromogénico + FXa residual ———» pNA libre

Reactivos

Plasma o ATII

Para maedir la actividad anti-Xa e heparinas puede utilizarse ATIII
purificada, disponible comercialmente, en lugar de plasma. El uso de ATII
purificada elimina el problema de antagonistas de heparina en plasma, que
podrfan estar presentes en distintas cantidades en muestras de plasma
diferentes, pudiendo influenciar las muestras patrén y problema de heparina
en varios grados. En otras palabras, puede estimarse que el uso de ATII dara
una mejor precisién, tanto intra-laboratorio c¢omo inter-laboratorios
(Barrowcliffe ot al., 1985). Sin embargo, la actividad global en plasma de las
preparaciones de HBPM esté més probablemente relacionada con su actividad
in vivo, y por esta razén, el uso de plasma se ha preferido para los

axperimentos presentacdos en esta memoria.

l.as allcuotas necesarias de PPP se descongelaron en un bafo de agua

a 37°C, inmediatamente antes del comienzo de los ensayos.
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Factor Xa

En un estudio sobre distintas fuentes de Factor Xa, Walenga et al.
(1986), encontraron que el Factor Xa de origen humano daba resultados
diferentes del Factor Xa de origen bovino cuando se comparaba una HBPM
con HNF. Sin embargo, estudios en los que se compararon distintas HBPM
comerciales, no mostraron diferencias importantes entre los resultados
obtenidos con Factor Xa bovino o humano {datos no publicados}. El Factor Xa
bovino es inhibido maés rdpidamente que el Factor Xa humano, ya sea en
presencia o ausencia de heparina, y esto produce una curva dosis-respuesta
de mavyor pendiente. A causa de esta mayor sensibilidad y mds fdcil
disponibilidad, sl Factor Xa bovino se prefirié al Factor Xa humano para los
ensayos de potencia de las HBPM. Unicamente se utilizé Factor Xa Humano
an experimentos particulares a lo largo del presente trabajo; es el caso de los
estudios de neutralizacion de heparina por F4P, en presencia y ausencia de

calcio, que se describen més adelante.

Los viales de Factor Xa bovino se reconstituyeron con 1 ml de agua
destilada y su contenido se diluyé en tampdn CAG para los ensayos, en la

proporcién indicada por el fabricante {1/1.5),

[ustrato

Existen varios sustratos cromogénicos comerciales, especificos para
Factor Xa, que pueden dar distintos valores de absorbancia a la misma
concentracién., Su eleccién no influye en los resultados de ensayos de
actividad anti-Factor Xa de muestras problema versus un patrén de HBPM.

En todos los experimentos de actividad anti-Xa recogidos en esta
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memoria, se utilizd el sustrato cromogénico S-2765 de Kabi. Se preparé una
solucion "stock” en agua destilada estéril, a una concentracién 3 mM, que se
diluyd posteriormente en tampdn Tris-EDTA, para obtener una concentracién

final de 0.5 mM para los ensayos.
Patrones y Muestras

El uso de un patrédn apropiado para valorar las muestras de HBPM
comercialas tienae la gran ventaja de que la variabilidad en el sisteama de ensayo
afocta de forma semejante tanto al patrdn como ala muestra problema, y por
consiguionte sa minimiza el efecto de diferencias debidas a reactivos vy
métodos de medida sobre la potaencia de la muestra problema. Para obtener
una estimacion de potencia vélida, las preparaciones patrén y problema tienen
que comportarse de forma similar en el sistema de ensayo. Esta fue la razdn

para el establecimiento de un patrdn internacional de HBPM (Barrowcliffe at
al.,, 1988).

Todas las HBPM comerciales estudiadas fueron comparadas frente al 1*
Patrén Internacional de HBPM. Este patrén se reconstituyé con 1 ml de agua
destilada y se distribuyd en allcuotas de 50 ul que pueden almacenarse a
-20°C. Para obtener una solucién "stock" de 10 Ul/ml, se afiadieron 8.35 ml
de TTS a cada una de las allcuotas necesarias para el ensayo. A partir de esta
solucidn, se prepararon dos serles independientes de diluciones en TTS a 0.5,

1, 2y 3 Ul/ml que se utilizaron inmediataments.

Todas las muestras de HBPM comerciales (FRG, LOG, FRX, CLX) se
dituyeron en TTS, de acuerdo a la potencia esperada, para obtener dos series
independientes de los mismos niveles de dilucién que el patrén, procediéndose

de ia misma forma para el ensayo.
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Procedimiento

Se prepard una ditucién 1/10 de cada una de las dos seriss de diluciones
del patrén y de la muestra, en plasma normal, De este modo se obtuvieron
concentraciones de 0.05, 0.1, 0.2 y 0.3 Ul/ml. El ensayo se realizé en un
analizador microcentrffugo automatizado ACL 300 Research. El orden de
aplicacién de las diluciones de patrén y muestras en el rotor de este analizador
siguié el diseiio P,M,M,P,, donde P,,P, y M,.M, representan las dos series
independientes de cuatro diluciones de patrén y muestra problema
respactivamente. En el ensayo, un volumen de muestra de 10 ul reacciond
durante 1 minuto con 50 ul de Factor Xa bovino; tras haber transcurrido este
tismpo se afadieron 100 ul de sustrato cromogénico (S-2765) y después de
un minuto exactamente, se leyd el cambio en absorbancia a 405 nm, Se indica

a continuacidn la secuencia del proceso:

Volumen muestra; 10 ul
Factor Xa bovino: 50 ul
Tiempo de incubacién: 1 minuto
Sustrato 5-27656 (0.5 mM): 100 ul
Tiempo de reaccién ; 1 minuto

Lectura de absorbancia a 405 nm

Célculos

El principio béasico de medida de la potencia de una HBPM, como para
otros productos bioldgicos, es comparar las curvas dosis-respuesta de las
preparaciones patrén y problema. El principio fundamental en la estimacién de
potencia es que la preparacién problema se ha de comportar exactamente
como una dilucién del patrén. Este hecho se comprobé en cada ensayo
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utilizando un andlisis estadistico basado en un método de Ilneas paralelas
(Finney, 1978; Barrowcliffe y Curtis, 1987; European Pharmacoposia, 1993).
Los ensayos no paralelos significan que la potencia de la preparacién problema
variard con distintas diluciones, y es por consiguiente una indicacién de que

ol sistema de ensayo debe modificarse o debe emplearse un patrén diferente.

Basado en estos principios, se utilizé un programa informético de
andlisis de varianza, sobre una representacidn del logaritmo de la
concentracion de HBPM frente a absorbancia. Detalles de aste método de
cdleuto, asi como del utilizado para combinar las potencias obtenidas en varios
ensayos independientes, pueden oncontrarse en el apartado de Anélisis

Estadisticos.

I1.2.3.2 Inhibicion de Fagtor Xa en presencia de F4P

Para investigar el efecto de F4P sobre los ensayos de actividad anti-Xa,
se emplearon concentraciones de 1 ug de HNF(PI), 2 ug de HBPM(PI), 3 ug de
FRG y LOG, 4 ug de FRX yv B ug de CLX, por ml de plasma. En estos
exparimentos se utilizé factor Xa humano y se analizaron concentraciones de
F4P (R}, de 14, 25 y 36 ug/ml de plasma. Las concentraciones adecuadas para
ensayo, de cada una de las heparinas, se obtuvieron al tomar 10 ul de las
diluciones de trabajo, con concentraciones de 20 wpg/ml (HNF), 40 ug/ml
(HBPM), 60 ug/ml (FRG y LOG), BO ug/ml (FRX} y 100 ug/ml (CLX) en TTS.
Se desarrollaron asimismo curvas dosis-respussta de cada una de las heparinas
investigadas en el rango de concentraciones siguiente: 0.25 a 2 ug (HNF}, 1
a 4ug (HBPM), 0.6 a 3ug (FRG), 1 a bug (LOG, FRX) y CLX) por mi de piasma.
En el caso de FAP(R), se prepararon diluciones de trabajo a concentracicnas
de 280, 500 y 700 ug/ml de diluyente de F4P, de las que se tomaron

igualmente 10 ul para la mezcla de ensayo.
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A fin de determinar la concentracién adecuada de factor Xa humano
para su utilizacién en ensayos anti-Xa en presencia de plasma, se obtuvieron
diluciones seriadas de factor 2 del concentrado de factor Xa, desde 1/30 a
1/360 en tampdn CAG. Para su valoracién se estudiaron mezclas de reaccién
semejantes a las ya descritas en el método anterior, intercambiando los
pocillos de muestra y enzima en ol analizador. Se tratéd de utilizar una
concentracién de factor Xa humano (dilucién 1/200} que rindiera una
absorbancia similar a la obtenida con el concentrado de factor Xa bovino, en
ausancia de heparina y F4P, al afladir una misma concentracién del sustrato
cromogenico S-27685. El sustrato cromogénico 5-2766 y muastras de PPP del
lote 15/1, se prepararon siguiendo exactamente las condiciones dascritas

praviamente en la determinacién de la actividad especifica de heparinas.

10 ul de la concentracién adecuada de HNF o HBPM y 10 ul de las
distintas concentraciones de F4P se mezclaron con 180 ul de PPP. Todos los
ensayos se realizaron en el analizador automético ACL 300 Ressearch,
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. En cada ensayo se
incluyeron controles de plasma en praesencia de las concentraciones de HNF
o de las HBPM o de F4P incluldas en el ensayo, asi como sus curvas dosis-

raspuesta corraespondisntes.

La concentracidn de HNF y de todas las HBPM se expresd en términos
de concentracién en peso (ug/ml}, en lugar de concentraciones molares. La
utilizacién del peso molecular medio no serfa representativo del amplio rango
de distribucidén del peso molecular en estas preparaciones, y en particular de
la distribucién de las moléculas de alta afinidad por ATHI, por lo que se estimé
que la interpretacién de las concentraciones molares podia llevar a confusién,
El mismo concepto se aplicd para la preparacién de tas muestras en todos los

ensayos donde se han utilizado unidades de peso,
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Célculos

El porcentaje de neutralizacién de HNF y de las HBPM analizadas, se

calculé a partir de la férmula que se recoge en el apartado 111.2.86.

1.2.3.3

El efecto de CaCl, 3 mM (concentracién fisioldgica) sobra la actividad
anti-Xa de HNF(PI) y cinco HBPM diferentes, a las mismas concentraciones
indicadas en el método anterior, se valoré utilizando ATIH purificada {NIBSC
87/742) y factor Xa humano, en presencia y ausencia de 14ug/ml de F4P(R).

La razdn para utilizar ATHI, en tugar de plasma, en estos ensayos anti-Xa
so basd en el hecho de que al ser el plasma citratado, la adicidn de CaCl,
podrfa facilmente causar coagulacidn. Sin embargo, fos ensayos con ATIII
pusden realizarse en presencia y ausencia de CaCl,, También por razén de la
presencia de calcio, se utilizé6 TTS albdimina para diluir factor Xa, en lugar del
tampon CAG, ya que el citrato tomarfa el calcio de la mezcla de reaccidn. El
tampon EDTA, diluyente del sustrato cromogénico, podfa asi mismo
acomplejar el calcio pero se sstimd que la reaccién del factor Xa con ATIHI
estarfa ya finalizada en la fase en la que se afladfa el sustrato cromogénico.

A fin de conseguir la concentracidon 3 mM de CaCl, en las condiciones
del ensayo, se prepard inicialmente una solucién de 0.5 Ul de ATIll por ml de
TTS albamina 20 mM Ca**, Esta solucién se obtuvo mezclando la cantidad
necesaria de tampén TTS albimina 40 mM Ca** con el mismo volumen de una
solucién de 1Ul de ATII por ml de TTS albdmina. Las mezclas de reaccidn se

formaron con 10 ul de heparina y 10 ul de diluyente de F4P o 10 ul de F4P(R)
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(280 ug/mll y 10 ul de TTS 0 10 ul de heparina y de F4P (R), que se afiadieron
a 180 ul de ATl en ausencia o presencia de Ca**, La concentracién 3 mM de
Ca’* se alcanzd en la mezcla de reaccién final tras afiadir 50 ul de Factor Xa
a 10 uyl de cada muestra problema dilufda. Excepto las particularidades
indicadas hasta aquf, todas las condiciones del ensayo anti-Xa se mantuvieron
tal como se han descrito previamente, utilizdndose de igual forma el sustrato

cromogénico S-2765.

Un diseio PMMP o MPPM se siguid también en estos ensayos para la
disposicidn de las muestras en el rotor del analizador, siendo "P" las muestras
preparadas en ATl Ca?* y "M" las muestras preparadas en ausencia de Ca**.

En los ensayos se incluyeron controlaes del efecto de la adicidn de CaCl,
sobre la proporcién de hidrdlisis de $-2765 por factor Xa y sobre la proporcién
de neutralizacion de factor Xa por ATII, en ausencia de heparina. Se valord
asimismo la influencia de ia presencia de calcio sobre cada uno de los
controles de F4P(R), de heparina, o de tampdn en ausencia de FA4P y de

heparina, asi como la influencia de la posicidn de las muestras en el rotor.

Célculos

El porcentaje de neutralizacién de la actividad anti-Xa de HNF y de las
HBPM analizadas, por F4P{R) an presencia de Ca?", se calculé a partir de fa

férmula desarrollada en el apartado 111.2.6,

.2.3.4 inhibicién de Factor lla

El fundamento de este método es sl mismo que para el ensayo
amidolltico de inhibicién de factor Xa. La trombina se incuba durants un corto
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perfodo de tiempo con ATl purificada conteniendo heparina, y la actividad de
trombina residual se determina tras la adicién de un sustrato cromogénico
especlifico para trombina {Larsen et al., 1978; Handeland et ai., 1984). La p-
nitroanilina {pNA) liberada pusde medirse ya sea como absorbancia por minuto
o como un valor de absorbancia fijo a 405 nm, después de haber parado la

reaccion con acido acético.
Secuencia de reaccionos

1. Heparina + ATHIl —————» Complojo Heparina - AT
2. Complejo Heparina - ATIll + Factor lla (exceso)

Heparina - ATIll - lla + Factor lla residual
3. Sustrato cromogénico + Flia residual ~——w————» pNA libre

Reactivos

Plasma o ATUL

Por razones de sencillez del ensayo, sn los experimentos de actividad
anti-lla se utilizé ATHI purificada; el uso de plasma produce coagulacién muy
rdpidamente tras la adicién de trombina. Por otro lado, en el estudio de
colaboracidn para calibrar el 1°" Pl de HBPM (Barrowcliffe et al., 1988} no se
encontraron diferencias entre los resultados de los ensayos realizados con

plasma o con concentrado de ATIN.

El concentrado de ATIII que se utilizé en los ensayos, NIBSC 87/744,
se diluyd a una concentracién de 0.5 Ul/ml con TTS Albimina 1%. Se utilizé
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piasma humano desfibrinado en experimentos puntuales; p.s. en el caso de los

estudios de neutralizacién de heparina por F4P que se recogen més adelante.
Trombina_

En los ensayos amidoliticos de actividad anti-lla referidos on esta
memoria, sa utilizé Jdnicamente trombina humana., Se preparé a una
concentracién de 5 Ul/ml, diluyendo ia preparacién en TTS atblimina,

inmediatamente antes de los ensayos.

Sustrato

En todos los experimentos do actividad anti-lla se utilizé el sustrato Kabi
S-2238. Se prepard una solucién "stock" en agua destilada estéril a una
concentracion 3 mM, que se diluyé posteriormente en tampén Tris-EDTA
albumina 1%, a una concentracién final de 0,25 mM para los ensayos.

Patrones y Muestras

La informacién descrita para los ensayos anti-Xa es igualmente vélida

para los ensayos de actividad anti-lla.

Todas las HBPM comerciales estudiadas se analizaron frente al 1°'
Patrédn Internacional de HBPM. A este efecto, muestras del Patrén
Internacional se reconstituyeron con 1 ml de agua destilada y su contenido se
distribuyd en alfcuotas de 100 ul. Estas allcuotas pueden almacenarse a
-20°C. A fin de obtener una solucién "stock" de 10 Ul/ml, se afadieron 6.556
ml de TTS albimina a cada una de las allcuotas necesarias para el ensayo. Se
prepararon seguidamente diluciones seriadas de 0.25, 0.5, 1.0 y 1.6 Ul/ml,
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en TTS albumina que se usaron inmediatamente, Las muestras problema se
diluyeron en TTS, de acuerdo a las potencias esperadas, hasta los mismos
niveles de dilucién que el patrén, procediéndose de la misma forma para el

ensayo.
Procedimiento

Para obtener concentraciones finales de ensayo de 0.025, 0.05, 0.1,
0.15 ui/ml, se prepararon nuevas diluciones 1/10 del patrén y muestras
problema en una solucién da ATIH, 0.5 Ul/ml en TTS Alb‘imina. Como en el
caso de los ensayos anti-Xa, la secuencia final de reacciones con el factor
activado y el sustrato cromogénico se realizé en un analizador microcentrffugo
automatizado ACL 300 Research. El orden de aplicacién de las diluciones de
patrén y muestra siguié igualmente el disefio P,M,M,P,. El tiempo de reaccién
de cada muestra problema con trombina, a 37°C, se establecié en 60
segundos. El cambio en absorbancia, tras afladir el sustrato cromogénico, se
layd a 405 nm despuds de un minuto. Se indica a continuacidn un resumen del

arden y condiciones de carga en el analizador:

Volumen de muestra: 10 u
Trombina humana: 5O ul
Tiempo de incubacion: 1 minuto
Sustrato $-2238 (0.25 mM): 100 ul
Tiempo de reaccion: 1 minuto

Lectura de absorbancia a 405 nm

Célculos

l.a informacidn recogida bajo este eplgrafe en la descripcién del método
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de actividad anti-Factor Xa (l11.2,.3.1) es vélida igualmente en el caso del

método amidolftico de actividad anti-Factor lla.

n.2.3.5

La inactivacidn de trombina humana por ATIII dependiente de heparina,
so estudid igualmente en presencia de F4P. Para investigar su efecto sobre los
ensayos de actividad anti-lla, se utilizaron las siguisntes concentraciones de
HNF v de las HBPM: 1 ug/ml para HNF{PI), 2 ug/ml para HBPM(PI}, 3 ug/mi
para FRG y LOG, 4 ug/ml para FRX y B ug/ml para CLX. En estos
experimentos se analizaron concentraciones de dos lotes distintos de F4P(R),
que variaron de 6 yg a b0 ug/mi en la mezcla final de ensayo. La preparacidn
de ATIII NIBSC 87/742, allcuotas de! concentrado de trombina humana
THOO1b, y el sustrato cromogénico §-2238 se utilizaron siguiendo la misma

pauta ya descrita en el apartado I1.2.3.4.

10 4l de la concentracidn adecuada de HNF o HBPM v 10 ul de las
distintas concentraciones de F4P se moezclaron con 180 ul de ATII purificada.
Todos los ensayos se realizaron en el analizador ACL 300 Resarch, siguisndo
el procedimiento descrito previamente. En cada ensayo se desarrollaron
también las curvas dosis-raspuesta de HNF o de cada una de las HBPM en
astudio. Se incluyeron asimismo controles de la accidn inhibitoria de factor lla
en ausencia y en presencia de las concentraciones de HNF, de las HBPM o de
F4P(R) sobre las que se valord la capacidad de neutralizacién de la actividad
anti-lla de las heparinas en estudio por F4P. Se valoraron al menos dos

ampolilas de cada material y lote estudiados.

El porcentaje de neutralizacién de heparina por F4P se calculd

igualmente madiante la férmula desarrollada en el apartado 111.2.6.

69



n.2.3.6

Se desarrollaron también ensayos amidollticos para medir la actividad
residual anti-lla de HNF y de las HBPM en presencia de F4P, utilizando plasma
desfibrinado en lugar de ATIl purificada. En estos ensayos se mantuvieron las
condiciones ya descritas para el resto de los elementos, incluyendo las
concentraciones de HNF y de las HBPM. Se estudid Unicamente una

concentracidn de F4P(R}, la de 14 yg/ml de plasma.

El porcentaje de neutralizacién de HNF y de las HBPM por F4P(R), en las
condiciones de ensayo, se calculé en base a la férmula desarrollada en el
apartado {i1.2.6,

H1.2.3.7 Inhibig presencia de F4P v Calcia

El efacto de CaCl, 3 mM (concentracion fisiolégica) sobre la actividad
anti-lla de HNF y de las cinco HBPM, a las mismas concentraciones ya
referidas, se valoré utilizando ATIIl purificada, en presencia y ausencia de una

concantracidén fija de F4P {14 ug/ml}.

A fin de conseguir la concentracién 3 mM da CaCl, en las condicionas
del ensayo, se prepard inicialmente una solucidn de 0.5 Ul de ATIIl por ml de
TTS albdmina 20 mM Ca?** pH 7.4, v se diluyeron las musestras a valorar en
180 ul de esta solucidn. La concentracion 3 mM de Ca** se alcanzé en la
mezcla de reaccién final, tras afadir 80 yl de trombina humana a 10 4l de

cada muestra problama dilulda.

Excepto las particularidades indicadas hasta aqul, todas tas condiciones
de los ensayos anti-lla se mantuvieron tal como se han descrito previamente.
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En los ensayos se incluyeron controles del efecto de la adicién de CaCl, sobre
la proporcién de hidrdlisis del sustrato $-2238 por trombina, y sobre la
proporcion de neutralizacién de trombina por AT Ili, en ausencia de heparina.

El efecto de neutralizacién de F4P(R) sobre la actividad anti-lla de HNF
y de las HBPM, en presencia de calcio, se cuantificé aplicando la misma

férmula reforida en el método anterior.

.2.3.8

Otros ensayos anti-lla se llevaron a cabo en presencia de ATIN,
utilizando dos concentraciones diferentes de calcio, 256 mM v 3 mM, y
fosfolfpido. El fosfolipido se utilizé a la misma concentracién que para el

ensayo de generacién de trombina {1/300).

Para preparar las mezclas ds reaccidén, se tomaron 10 ul de las
diluciones de trabajo de HNF(PI) y de FAP(R), que se diluyeron con 180 4l de
ATIN, para obtener una concentracidon final de 1 ug/ml de HNF y 14 ug/ml de
F4P. Se aRadieron voltimenaes iguales {200 ul} de fosfolipido vy calcio, ya fuera
CaCl, 26 mM 6 3 mM. Las diluciones de trabajo de HNF(PI), 20 ug/ml de TTS,
y F4P(R), 280 ug/ml de diluyente de F4P, se obtuvieron de la misma forma
que en los métodos anteriores, a partir de alfcuotas descongeladas
inmediatamente antes de los ensayos. En todos sellos se incluyeron controles
de cada uno de los componentes de las mezclas de reaccidn: HNF{PI), F4P(R),
calcio y fosfollpido, para asegurar que el efecto de neutralizacién dependerfa
dnicamente de la accién de F4P sobre HNF. Ninguna otra condicién del
método original anti-lla se modificd en estos ensayos. En este método se

astudid Unicamente la neutralizacién de HNF por F4P.
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El porcentaje de neutralizacién de la actividad anti-lla de 1 ug de HNF
por 14 ug de F4P(R), en presencia de caicio y fosfol(pido se calculé, aplicando

la férmula que se racoge en el apartado 111.2.6.

h.2.4

Este ensayo valora la formacién de trombina y su neutralizacidn en
plasma. Es un ensayo global, util para determinar el potencial de generacién
de trombina del plasma en presencia de anticoagulantes, fosfollpido u otras

sustancias que puedan afectar a la formacién de trombina,

Reactivos
PPP desfibrinad

Allcuotas de PPP, descongeladas en baffio de agua a 37°C, se
desfibrinaron por adicién de Arvin a una concentracién de 0.5 Ul/ml de
plasma. El plasma, con el agente desfibrinante, se mantuvo a 37°C durante
aproximadamente 10 min. El codgulo de fibrina formado se extrajo de la
muestra de plasma con ayuda de un bastoncillo de madera. Para evitar la
presencia de pequefias trazas de fibrina durante sl ansayo, las muestras de
plasma desfibrinadas sa centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min, Se
procedid despuéds a un cambio de tubo para desechar el posible depdsito de
fibrina, En los estudios de generacién de trombina en PPP se utilizaron tres

iotes de este plasma: 31/7, 13/11 y 15/1,
Egsfollpido
l.a preparacién NIBSC 85/5616 se reconstituyd con 1 mi de agua
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destilada. Alfcuotas de esta preparacién, de 25 6 50 ul, se almacenaron a
-40°C o a inferior temperatura, Para su uso en el ensayo de generacién de
trombina, se preparé una dilucién 1/300 en el diluyente de fosfolipido. La

solucion de trabajo no se utilizé un tiempo superior a las 2 horas y media.

Fibring bovi

Siguiendo las instruccionss del fabricante, cada vial se reconstituyd con
b ml de agua destilada y se diluyd posteriormente con 5 ml de solucién salina
para obtener una concentracién de 2.4 mg/ml, semejante a la concentracién

de fibrindgeno en plasma normal,

Cada lote de fibrinégeno se valord, antes de su uso, frente al 1” patrén
internacional de trombina, NIBSC 70/157. Una ampolla de este patrén (100
Ul) se reconstituyd con 1 ml de agua destilada y una vez disuelto, su
contenido se transfirié inmediatamente a un tubo de plédstico. Se tomaron
allcuotas de 200 ul para preparar dos series independientes de diluciones en
TTS albtdmina, en un rango de 76 a 0.39 Ul/ml, tomando duplicados para cada
una de ellas. Se valoraron 50 4l de cada dilucién y un duplicado en 200 ul de
fibrinégeno, y se recogieron los tiempos de coagulacidn. Un unico lote de
fibrindgeno (FN 119) se utiliz6 en los ensayos de generacién de trombina en
PPP.

Muestras

Se incluyeron en el estudio el 4° Patrén Internacional de HNF {NIBSC
82/502), el 1° Patrén Internacional de HBPM (NIBSC 85/600) vy las 4
preparaciones comerciaies de HBPM vya referidas. Se analizaron cuatro a cinco

concentraciones diferentes (ug/ml plasma) de cada uno de estos materiales:
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0.25, 0.5, 1y 2 ug de HNF(PI); 0.5, 1, 2 y 4 ug de HBPM {PI);: 1, 2, 3 y 4 ug
de LOGy 1, 2, 3, 4 y 5 ug de FRG, FRX y CLX.

Para obtener estas concentraciones en la mezcla final de ensayo, se
prepararon soluciones de trabajo, de concentraciones 2.5, 5, 10, 20, 30, 40,
y 60 ug/ml de TTS, de las cuales se tomaron 100 ul para los ensayos.

Procedimiento

l.a activacién intrinseca del sistema de la coagulacién se desencadend
por contacto en tubos de vidrio, que se utilizaron para praparar la mezcla de
reaccion en cada serie de ensayos. L.a mezcla de reaccién se formé con 900
4 de PPP desfibrinado y 100 ul de las diluciones adecuadas de HNF(PI} y de
las HBPM. Volumenes iguales {1 ml) de plasma desfibrinado {con ¢ sin
heparina) y fosfollpido, se mezclaron en estos tubos. Previamente se habian
situado en los canales de los coaguldémetros tubos de pldstico con 0.2 ml de
fibrindgeno para su incubacién a 37 °C. Una media de 150 tubos fue necesaria

para desarrollar una curva dosis-respuesta de al menos 3 puntos.

La mezcla de reaccién, una vez atemperada a 37°C durante 1 minuto
en los coagulémetros, se recalcificé con 1 mi de CaCl, 25 mM y se comenzé
ol tiempo de incubacién. La formacién de trombina se midié muestreando 50
Ml de la mezcla de incubacidn en 0.2 ml de fibrindgeno, a intervalos de 30
segundos, hasta que los tiempos de coagulacién resultantes llegaron a ser
inferiores a 30 segundos. Se continud entonces tomando muestras de la
mezcla de reaccién a intervalos de 15 segundos, hasta que los tiempos de
coagulacidn Hegaron a ser de nuevo superiores a 30 segundos. A partir de este
momento se mantuvieron intervalos de muestreo cada 30 segundos, hasta que
los tiempos de coagulacidn fueron de aproximadamente 600 segundos, valor
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que se encontraba asimismo para los tiempos de coagulacién al comienzo de
del ensayo. Un resumen del método presentado, se recoge en el esquema

siguiente:

Ensayo de Generacidn de Trombina - Sistema Intrinseco

T vol plasma desfibrinado ——————p
+ heparina/tampoén
En tubos de vidrio
1 vol fosfollpido a37°C

1 vol CaCl, '

v
Fibrindgeno

Recogida de tiempos de coagulacidn

Célculos

Los tiempos de coagulacién recogidos sa convirtieron en unidades
internacionales de trombina por comparacién con una curva patrén trombina-
fibrindgeno, previamente establecida en la calibracién del lote de fibrindgeno
utilizado en los ensayos. En todos estos experimentos, la actividad de
generacion de trombina del pilasma heparinizado, ya sea en presencia de HNF
o HBPM, se compard con la trombina generada en plasma normal en el que sl
contenido de heparina se habia sustituldo por TTS {control de plasma). La
generacidn de trombina en ausencia de heparina se tomdé como 100 %, El total
de trombina generada se valoré representando la concentracién de trombina
para cada intervalo de submuestreo, y calculando después el drea bajo la curva
(AbC). Para dibujar y determinar este drea se utilizé un programa informético

que tiens en cuenta, para cada ensayo, los valores obtenidos en la curva
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patrén trombina-fibrinégeno para la pendiente v la interseccién con el eje de

ordenadas.

El ensayo se utilizé para medir la inhibicién de generacidn de trombina
por HNF y varias HBPM, en el sistema de PPP. La trombina total generada se
cuantificd también en base al pico de concentracién de trombina producido,

an comparacidn con el plasma control,

in.2.5

Para investigar ol efecto de F4P sobre los ensayos de generacidn de
trombina, se utilizaron concentraciones de HNF y de las HBPM que
proporcionaron aproximadamente un 20% de generacién de trombina residual.
Estas concentraciones fueron 1 ug de HNF (Pl), 2 yug de HBPM (PI}, 3 ug de
FRG y LOG, 4 ug de FRX vy 6 ug de CLX, por ml de plasma. Se prepararon a
partir de diluciones de trabajo de concentraciones 20, 40, 60, 80 y 100 ug/mi
de TTS, de las que se tomaron 50 ul para los ensayos. Se valoraron al menos

dos ampollas diferentes de cada preparacidn y lote estudiados.

En estos experimentos se analizaron concentraciones de F4P(R), de dos
lotes distintos, que variaron de 6 ug a 60 pg/ml de plasma. Se prepararon
previamente diluciones de trabajo de 120 ug a 1000 ug/ml de diluyente de
FAP, a partir de las cuales se tomaron, como en el caso anterior, 5O ui.

Para obtener la mezcla de reaccién, 50 uyl de las concentraciones
apropiadas de HNF(Pl} o de las HBPM y 50 ul de las concentraciones
escogidas de F4P(R) se afadieron a 900 ul de plasma. Como se indicd
anteriormente, volimenes iguales {1 mi) de PFPP desfibrinado (heparinizado, sin

heparinizar y con o sin F4P) y fosfolipido procoagulante se mezclaron en tubos
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de vidrio y atemperaron a 37°C durante 1 minuto, realizdndose
inmediatamente la recalcificacién con 1ml de CaCl, 26mM. En cada ensayo se
incluyeron controles de plasma en ausencia de HNF o HBPM y presencia de la

concentracidon de F4P(R) a ensayar y a la inversa.

El porcentaje de neutralizacién de la actividad inhibitoria de generacién
de trombina de HNF y de las HBPM por F4P(R}, se estimé a partir de la férmula

que se desarrolla en el siguiente apartado.

11.2.6 Neutralizacién de

Para los estudios de neutralizacién por F4P se incluyeron en todos los
ensayos una solucidn de heparina o de HBPM sin F4P que se valoré como 0%
de neutralizacién, y una solucién de FAP sin heparina que fue estimada para
probar que el sistema no serfa influido por las distintas concentraciones del

F4P ensayado,

El porcentaje de neutralizacién por F4P a una concentracién de heparina

determinada se calculé a partir de la férmula

Neutralizacion (%) = I: - z x 100

donde a, b y ¢ representan actividad bioldgica (densidad 6ptica o trombina
generada} de HNF o de las HBPM, expresada como porcentaje del plasma
control: a) en presencia de heparina y ausencia de F4P (0%); b) en presencia
de haparina y de distintas concentraciones de F4P; ¢) en ausencia de heparina

y de F4P (100%).
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Las plaquetas activadas liberan una variedad de sustancias que incluyen
el factor 5 de coagulacién vy el factor 4 plaquetario {F4P), una proteina que
neutraliza heparina {Conley et al., 1948; Poplawski y Niewarowski, 1965;
Breederveld et al., 1975; Dawes et al., 1978; Chesney et al., 1983), Por otro
lado, la membrana de las plaquetas puede sufrir una reorganizacién
transbicapa de sus fosfollpidos de forma que expone los fosfollpidos

procoagulantes en la superficie de la célula intacta.

A efectos del ensayo de generacién de trombina, estos fenémenos
inducen tras diferencias principales con respecto al método aplicado en PPP.
En los ensayos de generacién de trombina en PRP los fosfolfpidos seran
aportados por estos elamentos celutares, que a su vez liberardn al medio el
F4P; la tercera diferencia con el ensayo de generacién de trombina en PPP se
refiere a la presencia de fibrina, ya que el plasma no puede ser previamente
desfibrinado porque esto causarfa la pérdida de plaquetas. Estos tres aspectos
se han tomado en cuenta en el método que se desctibe a continuacién.

Reactivos

ERP

Se utilizaron muestras de PRP obtenidas inmediatamente antes de cada
ensayo, a partir de 33 donadores individuales en ayunas, con concentraciones
de plaquetas en el rango de 2.2 x 10% a 6.3 x 10% La preparacién de PRP se

ha descrito en la seccién de Materialas {pég. 33).

78



El recuento de plaquetas se detarmind en un Contador Coulter. La
calibracién del instrumento se llevé a cabo utilizando un tubo de 70 Mm de
apertura, de acuerdo con el procedimiento detallado en el manual de
instrucciones del contador. Se utilizé también un control de trombocitos
Coutter (CTC-3) como referencia para monitorizar la ejecucidn de! contador dia

a dia,

Se prepararon dos diluciones independientas 1/3000, tomando 10 ul de
cada muestra de PRP en diluyente ISOTON Il para obtener el recuento de
células. Para cada uno de los duplicados se tomaron cuatro recuentos a partir
de un volurmen de 100 ul. La lectura on al contador del diluyente ISOTON II,
utilizado como blanco de plaquetas, estuvo siempre por debajo del Ifmite
maximo establecido en las instrucciones del instrumento, en las condiciones
de un volumen de muestra de 100 ul y orificio de tubo de 70 um. La media de
las lecturas del Contador Coulter en todas la muestras PRP ensayadas fue
12627 + 2431, Tomando esta cifra como ejemplo, para una dilucién de
muaestra de 1:3000, los célculos para encontrar el nGmero de plaquetas por ml

do plasma se hicieron como sigue:

Ndamero de células por muestra de 10ul {dilucién 1/3000)
12627 x 3 x 10° = 3.8 x 107

Numero de células por mililitro de muestra
3.8x 107 x 10% = 3,8 x 10°

Se tomaron 9 ml de sangre de donadores individuales en ayunas, en 1
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ml de citrato trisédico al 3.8%, en tubos de pldstico. Una muestra semejante
se habia tomado de los mismos donadores para preparar PRP. La muestra de
PPP se obtuvo por centrifugacién a 20000 rpm durante 20 minutos.

Dos lotaes diferentes de fibrindgeno se incluyeron en astos experimentos,
FN 118 y FN 121, utilizdndose la misma concentracién de fibrindgeno que en
los ensayos de generacidén de trombina en PPP (2.4 mg/ml). El nuevo lote
utilizado, FN 121, se calibré antes de su uso frente al 1* patrén internacional
de a-trombina, siguiendo el mismo método que el descrito para el lote FN119
{Método lll.2.4, pag. 74),

Patrones y Muestras

En estos experimentos se utilizaron concentraciones de heparina que
variaron de 1 a 7 ug/ml de plasma, expresadas en términos de paeso seco: 1
a 4 ug para los patrones internacionales de HNF y HBPM, 2 a 6 ug para FRG
y LOG, 3 a 6 ug para FRX, y 3 a 7 ug para CLX, Al igual que en métodos
anteriores, para obtenar estas concentraciones en la mazcla final de plasma,
$6 obtuvieron praviamente diluciones de trabajo en un rango de concentracién
de 10 a 70 ug/ml de TTS para cada praeparacion, a partir de las cuales se
tomaron 100 ul para los ensayos. Se utilizé TTS para diluir todas las muestras

de heparina y también como sustituto de fosfollpido en el ensayo.

Procedimiento

l.a generacién de trombina por la via intrmseca se inicié por contacto
con una superficie de vidrio. La mezcla de reaccién se prepard con 900 ul de
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PRP y 100 ul de TTS con o sin heparina, a los que se afadieron 1000 ul de
TTS en lugar del fosfolfpido utilizado en los ensayos de PPP, Después de un
minuto de incubacidn a 37°C la formacién de trombina se inicié tras afiadir
1000 ul de CaCi, 25 mM.

Como el plasma no habfa sido desfibrinado, se introdujo al comienzo del
ansayo un bastoncillo de madera en el tubo de vidrio. Tan pronto como se
formé el coagulo de fibrina, éste se recogié en el bastoncillo y se extrajo. Una
vez extraido, se valoraron 50 ul de la mezcla de incubacién en 200 ul de
fibrinégeno a intervalos de 15 seg. Esta valoracién se realizé cada 30 seg en
la calda de la curva de generacién de trombina, una vez que la lectura de los

tiempos de coagulacién superara los 30 segundos.

l.as muestras de PRP se mantuvieron a temperatura ambiente durante

el ansayo y se utilizaron durante un méximo de dos horas.

Célculos

l.a relacién de los tiempos de coagulacién obtenidos para cada intervalo
de submuestreo se utilizd para calcular la cantidad de trombina (Ul/ml)
generada en cada ensayo. El célculo se efectud por comparacién con las
curvas patrdn trombina-fibrindgeno praviamente establecidas en la calibracién
de los lotes de fibrindgeno utilizado en los ensayos. En todos estos
axparimentos, la actividad de generacién de trombina del plasma heparinizado,
ya sea en presencia de HNF o HBPM, se comparé con la trombina generada
en plasma normal en el que el contenido de heparina se habia sustitufdo por

TTS (control de plasma). La generacién de trombina en ausencia de heparina

se tomd como 100 %,
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El total de generacién de trombina se valors, como en sl método de
generacion de trombina en PPP (pag. 76), calculando el &rea bajo la curva asi

como en base a la concentracién méxima de trombina producida en cada

ensayo,

n.2.8

El método utilizado corresponde a un modelo de Wessler modificado.
El modelo experimental, introducido por Wessler et al. (1959, 1962), produce
trombos venosos por un mecanismo que es consistente con las actuales
teorfas de la patogdnesis de trombosis venosa. Los modelos que utilizan
estimulos basados sobre un extenso dafio de la pared vascular, por ejemplo,
no son validos para el estudio de trombogénesis venosa ya que no existe
evidencia de que tal mecanismo patogénico sea relevante para la mayorfa de

los casos de trombosis venosa humana (Thomas, 1988).

Una modificacién del modelo de Wessler en el conejo fus introducida por
Thomas et al. {1988a), al incluir un perfodo de 20 minutos de estasis en una
vena yugular, ademds de los usuales 10 minutos en la otra vena, Previaments
se habfa determinado (Aronson y Thomas, 19885) que existe una correlacién
lineal entre la intensidad del estimulo trombogénico, la duracién de estasis vy

la produccién de trombos venosos.

El perfodo de 20 minutos de estasis en una vena yugular se considerd
de relevancia particular en el contexto de esta tesis, ya que Thomas et al.
{1988b), hablan demostrado diferencias significativas en la prevencién de
trombosis, para la misma dosis de un glicosaminoglicano relacionado

{Dermatan Sulfato), cuando los resultados de estasis se analizaron a 10 y 20

minutos.
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Muastras

Se incluyeron en el estudio muestras de HNF(P!} y de las cuatro HBPM
comerciales {FRG, LOG, FRX y CLX). Para mayor claridad, la secusncia de
dosis aplicada en el conejo se ha inclufdo en su seccién de resultados (sec.
V.6, pdg. 173).

Procedimiento

El estudio de la actividad antitrombética de heparinas se llavé a cabo en
conejos blancos New Zealand cuyos pesos individuales se determinaron
inmediatamente antes del experimento. Cinco conejos blancos Nueva Zelanda
se utilizaron para cada una de las dosis valoradas. El disefio original de seis
conejos por dosis no se alcanzd a causa de un fallo para producir trombosis
en un lote de conejos. Los animales se anestesiaron con pentobarbital sédico
{0.44 ml/kg) administrado por via intravenosa an la vena marginal de la oreja,
La administracién se realizéd a través de un equipo de venoclisis apropiado
(Butterfly 21 & 23) que se asegurd con cinta adhesiva en la oreja del congjo.
El anestésico se lavd con solucién salina, Una vez comprobado que el conejo
estaba totalmente anestesiado se rasurd el 4rea del cuello para comenzar la

diseccidn.

En las venas yugulares de cada consjo se aislé bilateraimente una
longitud de 2 a 3 cm y se situaron ligaduras flojas en posiciones proximal y
distal (fig. 3A}. Una cédnula prellenada con solucién salina se aplicé ala arteria
cardtida izquierda (fig. 3B} para recoger muestras de sangre a lo largo del

experimento.

Previamente a la administracidn de cada uno de los preparados se

83



Figura 3



tomaron muestras de 5 ml de sangre en citrato trisddico 3.8% (9:1
sangre/citrato) como control. Se inyectd solucidn salina o el potencial agente
antitrombdtico en la vena marginal de la oreja durante 15 seg, a través del
aquipo de venoclisis previamente comentado, y se dejaron circular durante 3
minutos. Al cabo de sste tiempo se obtuvo una muestra de 3 mi de sangre
post-inyeccion, El estimulo trombogénico, suera humano normal activado, se
obtuvo de un pool previamente preparado {(ver apartado [11.1.3.2 de matsriales)
que se descongald a 37°C y se inyectd en ese momento a una dosis de 1.32
ml por kilo de peso de conejo, igualmente por la vena de la orgja durante 15
sog. Los segmentos aislados previaments en cada vena yugular se ataron
daspuds de otros 15 seg, comenzando por el extremo distal con respecto ala
cabeza del conejo. El segmento contralateral, en relacidn con la inyeccién de
suoro y preparacién a investigar, se llené de sangre y el extremo proximal se
obturd. El mismo procedimianto se realizé con el lado epilateral. Las pinzas se
retiraron una vez que las ligaduras proximales se suturaron. Durante el

axporimento se cubrié la herida con una gasa humedecida en solucidn salina,

La presencia o ausencia de trombos se examind en el contenido del
segmento venoso contralateral, después de 10 minutos de estasis, y en el
contenido del sagmento ipsolateral en relacién con el susro y al producto
inyectado, despuds de 20 minutos de estasis. Los segmentos venosos se
abrieron en una placa petri que contenfa aproximadamente 0.5 a 1 ml de
solucién salina. La formacién de trombos inducida por suero humano, se

analizé sobre una escala de 0 a 4, como sigue (fig. 4):

0 : Sangre completaments fluida
1a3 Trozos de codgulos de fibrina progresivamente grandes
4 : Oclusién completa del segmento
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Figura 4



A lo largo del experimento se recogieron muestras de sangre a partir del
catéter de la arteria cardtida, a 15, 30 y 60 minutos daspués de la inyeccién
del producto investigado. Al comienzo de cada serie de experimentos y para
cada lote de conejos, se comprobd la trombogenicidad de susro humano en
un conejo control al que se habfa administrado solucién salina en lugar de

cualquier otro agente antitrombdtico.

Célculos

Los resultados se calcularon tomando la media de los datos de
trombosis obtenidos para cada dosis, segun la escala indicada, siendo el
mdaximo valor individual 4. Asimismo como porcentaje del méximo wvalor
posible do obtener para los 6 conejos estudiados, que es 20, La potencia de
cada HBPM estudiada en el modelo de trombosis venosa se calculd frente a
HNF{Pl) mediante un andlisis de varianza basado en un método de Ineas
paralelas (Finney, 1978; European Pharmacopoeia, 1993b)}. Esta condicidn se
aplicé sobre una representacién del logaritmo de la concentracién de HNF o

HBPM frente a porcentaje de trombosis o prevencién de trombosis.

i1.2.9 Anélisis Estad(sticos

Se utilizaron cuatro tipos de programas informéticos para la aplicacion

de los anélisis estadisticos necesarios a lo largo de asta investigacién:

Disefiado por la Divisién de Estadlstica del NIBSC para su uso en los
ensayos de generacién de trombina. Utiliza un procedimiento del programa

estadfstico SAS para calcular y representar el 4rea bajo las curvas de
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generacion de trombina. El programa fue instalado en un ordenador personal

(BM que disponia de los mddulos SAS-Base y SAS-Graph necesarios.

El programa recibe los datos como tiempos de coagulacién,
correspondientes a los tiempos de lectura de los mismos en un ensayo de
genaracidon de trombina. Transforma estos tiempos de coagulacién en unidades
de trombina frente a una curva de calibracién previamente establecida, que
procede a su vez de la valoracién del fibrindgeno utilizado en los ensayos de
generacion de trombina frente a un patrén internacional de trombina.
Finalmente dibuja la curva de trombina producida y calcula el &rea bajo esta

curva para cada ensayo.

Disefiado por la Divisién de Estadistica del NIBSC para su aplicacién en
ol método de lineas paralelas en ensayos bioldgicos. El programa calcula las
rectas de regresién correspondientes a dos o mdés preparaciones (patrén y
muestra/s problema), sobre una representacién del logaritmo de la
concentracién frente a la respuesta o del logaritmo de la concentracién frente
al logaritmo de la respuesta. Seguidamente, realiza un anélisis de {a varianza
para determinar si se validan las condiciones requeridas de regresién, linealidad
y paralelismo. En caso afirmativo, se calcula la potencia relativa de la recta

problema respecto a la recta patrén y su intervalo de confianza.

Cuando varios ensayos han originado distintas estimaciones de una
potencia, este programa calcula una Unica valoracién y sus |fmites de
confianza, Tiene en cuenta para ello, la precisién de cada estimacién (peso
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gstadistico) y la homogeneidad o heterogensidad de las estimaciones,

Este programa, al igual que el anterior, fue instalado en un ordenador
personal |IBM para su uso en la validacién de ensayos bioldgicos. El
fundamento de la metodologla estadistica y de célculo aplicado en los

programas refaridos puede encontrarse en Finney, 1978.

Para la estimacidén de correlaciones entre dos series de datos se utilizé
el programa BMDP6D. Calcula el valor de la correlacién R y realiza un test
astadistico para contrastar la hipdtesis R=0. El rechazo de la hipdtesis
{p <0.05) significa que se acepta la correlacién entre las variables

comparadas.
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IV. RESULTADQS Y DISCUSION



IV.1 CARACTERISTICAS /N VITRO DE LAS HBPM COMERCIALES

Esta seccidn recoge los resultados analiticos correspondientes a las
actividades anticoagulantes anti-factor Xa y anti-factor lla de las HBPM objeto
de esta investigacién (FRG, LOG, FRX, CLX), asl como los valores obtenidos

on la determinacion de la distribucidn de su tamarfio molecular.

La capacidad de las cuatro HBPM comerciales ya enunciadas para
potenciar la inactivacion de trombina y factor Xa in vitro se valoré en ensayos
amidollticos frente al patrén internacional de HBPM, utilizando ya sea un
sistema purificado con ATl o plasma, a los que se afadié el factor de
coagulacidn activado, Los sustratos sintéticos S-2238 y S-2765 fueron
adicionados en cada caso. Las particularidades de los métodos utilizados asl
como la preparacién de los reactivos se han descrito en detalle en los

apartados correspondientes a metodologla (pags. 57 y 656).

El pri.ncipio bésico de la medida de potencia de las HBPM es, como para
otros productos bioldgicos, comparar las curvas dosis-respuesta de la
praparacion problema y del patrén. La asuncién fundamental de la estimacién
de potencia es que la preparacién problema se comporte exactamente como
una dilucién del patrén. Esta asuncién se comprohd en cada ensayo utilizando
un anélisis estadistico basado en el método de Ineas paralelas. L.as tablas
3 a) y b) muestran los valores de potencia de las HBPM comerciales objeto de
astudio, cuando se analizaron en ensayos amidoliticos anti-factor Xa. Las
tablas 4 a) y b) recogen los valores de actividad anti-lla, igualmente en

ensayos amidoliticos, para las mismas preparaciones.
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ENSAYOS AMIDOLITICOS ANTI-Xa DE HBPM COMERCIALES

a) Numero de Potencia Peso gl
ensayos Ul/ml
FRAGMIN 1 21991 2802 8
2 221186 2073 8
LOGIPARIN 1 10936 4642 7
2 111856 2042 8
FRAXIPARINA 1 9747 2029 6
2 9401 6620 8
CLEXANE 1 9809 14811 8
2 9994 2489 8
Medidas Ponderadas (p> 0.05)
b) Potencia Intervalo de Peso P
Ul/mil conflanza
FRAGMIN 22044 205666-23640 4874 0.70886
LOGIPARIN 11011 10369-11692 6686 0.93256
FRAXIPARINA 9481 8991- 9998 8649 0.56367
CLEXANE 9835 9477-10207 17300 0.7112

Tabla 3. a) Valores de potencia obtenidos en dos ensayos anti-factorXa
independientes, realizados sobre dos ampollas frescas de cada una de las
preparaciones reseiiadas. Se indican igualmente el peso estadistico y el
nimero de grados de libertad (gl) para cada ensayo,

b} Potencias combinadas de los dos ensayos incluidos en tabla 3a.
Se indican intervalo de confianza, peso estadlstico y probabilidad obtenidos
para cada combinacién.
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ENSAYOS AMIDOLITICOS ANTI-lla DE HBPM COMERCIALES

a) Niamero de Potencia Peso gl
ansayos Ul/ml
FRAGMIN 1 9864 19118 8
2 9722 12160 8
LOGIPARIN 1 7664 14496 7
2 7328 8544 8
FRAXIPARINA 1 2623 B0O66 6
2 27562 4956 8
CLEXANE 1 2455 2236 8
2 2569 | 1697 8
Medidas Ponderadas (p> 0.05)
b} Potencia Intervalo de Peso P
Ul/ml confianza
FRAGMIN 9808 9642 - 10083 31278 0.5858
LOGIPARIN 7376 7024 - 7745 9993 0.4926
FRAXIPARINA 2672 2660 - 2788 13023 0.2468
CLEXANE 2504 2316 - 2708 3932 0.5408 |
Tabla 4. a) Valores de potencia obtenidos en dos ensayos anti-factor lla

independientes, realizados sobre dos ampollas frescas de cada una de las
praparaciones resefiadas. Se indican igualmente el peso astadistico y el
nimero de grados de libertad {gl) para cada ensaya.

b) Potencias combinadas de los dos ensayos incluidos en tabia 4a.
Se indican intervalo de confianza, peso estadistico y probabilidad obtenidos
para cada combinacidn.
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Las actividades especificas anti-Xa y anti-lla de las HBPM estudiadas en
los dos sistemas de ensayo se muestran en la tabla 5. Estas actividades se
calcularon dividiendo los valores de potencia obtenidos por los valores de
concentracién p/v {(mg/m!} dados por los fabricantes para cada una de las

preparaciones.

ACTIVIDADES ESPECIFICAS ANTI-Xa Y ANTI-lla DE LAS HBPM

Anti-Xa Anti-lla | Peso Actlvidad Especlfica aXalalla
Ut/mil Ul/mil mg/mi
Ul/mg aXa | Ulimg alla
HNF (4* PI) - - - 143 193 1.0
HBPM (1" PI) . . . 168 67 2.5
FRAGMIN 22044 9809 170 130 58 2.2
LOGIPARIN 1101 7376 140 79 53 1.8
FRAXIPARINA 9481 2672 100 95 27 3.5
CLEXANE 9835 2504 100 98 25 3.9
fioss i, frrias i e g e frin i

Tabla 6. Relacién de las actividades especificas anti-Xa y anti-lla de las HBPM
comerciales analizadas, en comparacion con los valores establecidos para los

patrones internacionales de HNF y HBPM,

Como pusde observarse en esta tabla, las actividades bicldgicas varfan
considerablemente dentro del grupo de las HBPM estudiadas. Fragmin es la
preparacién con actividad especifica més elevada, para las dos actividades
anti-factor Xa y anti-factor lla analizadas. Logiparin presenta una actividad
anti-factor ila relativamente alta, si bien su actividad anti-Xa es la més baja de
las HBPM estudiadas. La relacién entre las actividades anti-factor Xa y anti-
factor lla varia desde 1.5 para Logiparin a casi 3.9 para Clexane. Aunque los
valores incluidos en las tablas 3 a & corresponden a un lote de cada HBPM, en
el curso de la investigacién se utilizaron dos lotes de Clexane y Fragmin, y
ambos mostraron idéntica actividad in vitro. Por consiguiente las actividades

aspecificas permanecieron constantes.
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Cuando los valores de actividad obtenidos para las HBPM comerciales
se compararon con los datos establecidos para los patrones internacionales de
HNF y HBPM en los estudios de colaboracién internacionales (Thomas et al.,
1984, Barrowcliffe et al., 1988), se observd que axcepto para las actividades
anti-factor Xa de Fragmin y HBPM (Pl), todas las actividades especificas de las
HBPM son bajas comparadas con HNF {tabla B). Se destaca asimismo la
semejanza de datos entre HBPM (P} y Fragmin, siendo la relacién aXa/alla de
2.5y 2.2 respactivaments. Ello se explica porque el proceso de produccidn de

HBPM {Pl) es basicamente el mismo que para Fragmin.

La determinacién del rango de pesos moleculares de las HBPM
comerciales se llevd a cabo mediante un método de cromatografia de
axclusién molacular de alta eficacia (ver métodos pdg. 45), que se fundamenta
en la disponibilidad de patrones adecuados de peso molecular, La figura b
muestra los perfiles de la distribucién de tamafio molecular para las cuatro
HBPM comerciales, en comparacién con HNF, Cada pico en el cromatograma
rapresenta un disacérido con una masa molecular asumida de 600 Da. Es decir
que la mayor parte de las moléculas en estas HBPM se encuentran en el rango
de 1500 a 8000 Da. Sin embargo el patrén internacional de HNF presenta una
masa molecular media de alrededor de 13000 Da. Los cromatogramas
muestran asimismo que Fragmin y Logiparin tienen relativamente altas
cantidades de moléculas de alto peso molecular mientras que Clexane y

Fraxiparina tienen mayor proporcién de moléculas de bajo peso molscular.
Ademads del perfil de la distribucién del tamafio molecular, resulta muy

informativo obtener una indicacién de la fraccién de muestra por ancima y por

debajo de determinados limites; por ejemplo 3000 y 8000 daltons. La tabla 6
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recoge los porcentajes de moléculas encontrados en estos rangos de peso
molecular para cada HBPM y también del nimaro de moléculas superior a 18
monosacéridos. Estos pardmetros tomados juntos serén suficientes para
distinguir tas HBPM entre sl, cuando responden a procesos de fabricacién

diferentas.

DISTRIBUCION DEL TAMANO MOLECULAR DE HNF Y HBPM
COMERCIALES

% Moléculas |
<3000D { 3000-8000D | >8000Q0D > 18
| _ sacéridos
FRAGMIN 5 75 20 56
LOGIPARIN 15 55 30 656
FRAXIPARINA 25 65 10 50
CLEXANE 35 Bb 10 30
HNF (Pl} - - - 95

Tabla 6. Porcentaje de moléculas obtenido en los intervalos de 3000 a 8000
Da, o inferiores o superioras a 3000 y 8000 Da, para cada una de las HBPM
analizadas, Se indica asimismo el porcentaje de moléculas de longitud superior
a 18 sacéridos {5400 Da) en comparacién con HNF.

IV.1.3 Discusién

Una de las principales caracteristicas de las actividades anticoagulantes
de las HBPM es que cuando se comparan con HNF, su actividad anti-Xa es
superior a la encontrada en ensayos anti-lla. Sin embargo, cuél de éstas dos
actividades es més importante para su accién antitrombética in vivo es adn un
toma de debate. Es por consiguiente esencial valorar cada HBPM por al menos
un método de cada uno de estos dos grupos de ensayos, y la relacién anti-
Xa/anti-lla puede ser considerada como una "huella” para cada producto, que

debe permanecer dentro de limites estrechamente definidos.
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Como se desprende de los andlisis expusstos, las HBPM tienen todas
caractoeristicas in vitro diferentes asi como distinta distribucién del tamarfio
molecular, aunque estdn mas estrechamente relacionadas entra sl que con su
progenitor convencional, la HNF, Si relacionamos los resultados del ensayo de
distribucidén del tamafio molecular con los obtenidos al valorar las actividades
anti-Xa y anti-lla de las mismas preparaciones, se puede observar que FRX y
CLX que presentan un valor del cociente aXa/alla méas alto que FRG y LOG,
contienen tambidn una mayor proporcién de moléculas por debajo de 18
monosacdridos. Al revds, FRG y LOG que muestran una actividad anti-lla
superior a FRX y CLX, contisnen un porcentaje de moléculas por encima de 18
monosacéaridos superior a FRX y CLX. La relacién aXa/alla para Logiparin es
la menor encontrada, lo que podrfa explicarse asimismo por la mayor

proporcién de moléculas de alto peso molecular que contiene esta preparacion,

Estas diferencias en la distribucién del tamafio molecular son entonces la
causa predominante de las diferencias que muestran estas preparaclones en
sus actividades. Sin embargo, la relacién entre las potencias in vitro de las
HBPM y su efecto antitrombdético clinico es de diffcil comprensién, Qué
proporcién de la actividad anti-Xa de las HBPM o HNF contribuya a la
inhibicién o supresién de generacién de trombina en plasma y cémo de
diferante puede ser el comportamiento de estos preparados en un ensayo de
generacién de trombina fue objeto de la experimentacién desarrollada

subsiguientemente vy los resultados se exponen en las sucesivas secciones de

esta mamoria.
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IV.2 INHIBICION DE GENERACION DE TROMBINA POR HNF Y HBPM
EN PPP

l.os experimentos relacionados con la expresién de las actividades anti-
Xa y anti-lla de la HNF y las diversas HBPM se llevaron a cabo ya sea en un
sistema purificado, conteniendo el factor de coagulacién activado y ATII
{ensayos anti-lla), o en plasma al que se afadié HNF o HBPM vy el factor de
coagulacién activado {ensayos anti-Xa}. Sin embargo, si se considera que la
capacidad terapettica de la heparina responde a su accidn sobre el sistema de
la coagulacidén, un ensayo de generacidn de trombina en plasma total puede
estimarse mas representativo de la situacién /in vivo, siendo ademds la
caracterfstica comtin de la terapia farmacolégica antitrombdtica conocida hasta

el momento.

El objetivo de este estudio, por consiguiente, fue primero comparar la
capacidad de las HBPM y HNF para inhibir la generacién de trombina en PPP
y segundo, analizar la relacién entre la inhibicidn de genseracién de trombina
y la actividad obtenida en ensayos amidoliticos de inhibicién de factor Xa y

factor lla.
IV.2.1 Curva Trombina-Fibrinégeno

El lote de fibrinégeno FN119, utilizado en los experimentos de
generacién de trombina en PPP, se calibré frente al 1* Patrén Internacional de
Trombina (70/157) para conocer la correspondencia entre tiempos de
coagulaciéon y unidades de trombina. La figura 8 muestra la curva de
calibracién obtenida cuando se combinaron los resultados de los tiempos de
coagulacién de dos ensayos y se representaron frente a las unidades

internacionales de trombina en un sistema log-log. Se calcularon la pendiente
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y la interseccidén con el sje de ordenadas de esta curva, resultando los valores
-0.96999 y 2.35356 respectivaments; amhbos datos se utilizaron en un
programa informdtico para calcular las unidades de trombina producida en
aquellos ensayos de genaracidon de trombina en los que se habla incluido el
lote FN118 de fibrindgeno.

IV.2.2 Inhibicién de generacién de trombina por HNF{PI)

La figura 7 muestra una curva tipica de generacion de trombina en PPP,
junto con los efactos de distintas concentraciones de HNF. En ausencia de
heparina, el comienzo de la generacién de trombina fue répido, alcanzando un
méximo de alrededor de 65 Ul a aproximadamante 105 segundos, seguido de
una lenta disminucién de la trombina producida. Cuando se afadieron
concentraciones de HNF cada vez mayores hubo una marcada inhibicién de la
gonoracién do trombina, asi como un retraso progresiva en la aparicion de la
concentracién méaxima de trombina, lo que consecuentemente se manifestd
por la reduccidn tanto del 4rea bajo ta curva como de la concentracién del pico

de trombina inicislmente obtenido.

La tabla 7 muestra los resuitados correspondientes a la relacién dosis-
respuesta de HNF, en términos del érea bajo la curva y de la concentracion
méxima de trombina producida, expresados como porcentaje de los valores
obtenidos para el plasma control que fue estimado como 100%. La media de
los valores médximos de trombina obtenidos para el plasma control en estos
ensayos fue 64.6 x 1.2 Ul/ml. Un minimo de tres ensayos se realizé en todos
los casos para cada una de las concentraciones de HNF valoradas. Esto puede

aplicarse igualmente para todos los resultados que se muestran en esta

seccién.
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EFECTO DE HNF SOBRE LA GENERACION DE TROMBINA EN PPP

HNF Area Curva Trombina Pico de trombina
ug/ml % %
0.25 63.b 3.6 89,7 +£ 3.2
0.6 34,0 + 2.9 57.0 + 5.0
1.0 18.7 + 1.4 236 + 2.6
2.0 9.8 + 2.3 83 + 0.3

Tabla 7. L.os datos representan la media = error estandar de los resultados
obtenidos para cada concentracion valorada de HNF,

IV.2.3 Inhibicién de generacién de trombina por HBPM(PI)}

Cuando se realizd un estudio similar para establecer una curva dosis-
respuesta del patrén de HBPM, analizando un rango de concentraciones de
0.5 a 4 yg de HBPM por mi de plasma, se encontréd que la accidn inhibitoria
de esta preparacidén sobre la trombina generada por el plasma control era
mucho menor que en el caso de la HNF. La figura 8 indica un ejemplo de las
curvas dosis-respuesta obtenidas y la tabla 8 presenta los datos que soportan

ostas curvas para las distintas concentraciones del patrén de HBPM valoradas.

INHIBICION DE GENERACION DE TROMBINA INDUCIDA POR HBPM{PI)

HBPM Area Curva Trombina Pico de trombina
pa/ml % %
0.5 B7.0 £ 2.6 89.3 + 0.2
1.0 32.7 £ 3.4 73.8 + 5.4
2.0 200 + 1.4 46,7 + 4.1
4.0 11.0 £ 0.0 18.1 + 3.7

Tabla 8, Los datos representan la media + error esténdar de los resultados
obtenidos para cada concentracién valorada de HBPM.
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Al igual que en el caso de HNF, en |a tabla se indican los porcentajes del
droa bajo la curva de trombina y de la concentracién méaxima de trombina
obtenidos para cada concentracién de HBPM (Pl} respacto al plasma control.
La media de los valores méaximos de trombina encontrados para el control de

plasma fue de 64.8 = 1.6 Ul/ml en estos ensayos.
IV.2.4 Comparacion de los efactos de HNF(PH) y HBPM(PI)

Dos efectos del diferente comportamiento de los patrones de HNF vy
HBPM pueden observarse en la fig. 9, que compara una misma concentracion
de HNF y de HBPM {1 ug/ml): HNF produce mayor inhibicidn del pico de
trombina y un mayor retraso en su aparicién {de 150 seg a 225 seg) que el
patrén de HBPM. Los resultados de varios experimentos, analizando las
preparaciones roferidas a la concentracién de 1 ug/mi, se recogen en tabla 9.

PORCENTAJE DE GENERACION DE TROMBINA

(tug/ml)
Area Curva Trombina Pico de Trombina
% %
HNF {n = 6) 19 + 1.4 24 + 2.6
HBPM {n = 3) 33 + 3.4 74 + 5.4

Tabla 9. La inhibicién del méximo de trombina y del drea bajo la curva se
expresan en porcentaje de trombina generada, respecto a los valores
encontrados para el control de plasma. Los datos representan la media £ error
estandar del nimero de experimentos realizados {n}.

Para HNF, el grado de inhibicién encontrado fue similar cuando se medfa
el 4rea bajo la curva o el maximo de trombina generada; sin embargo en el
caso de HBPM, la inhibicién del méximo de trombina fue mucho menor que la
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inhibicion medida en términos del 4rea de la curva de trombina. Como la
evaluacién de la mdxima concentracién de trombina gensrada depende de un
unico valor, el drea bajo la curva se considerd una medida més fiable ya que

analiza el curso de produccién de trombina durante un perfodo de tiempo.

Los valores dosis-respuesta para la inhibicién de generacién de trombina
por HNF{PI) y HBPM({PI), calculados como porcentaje del drea bajo la curva, se
reprasentaron en un sistema log-log (fig. 10} que muestra una relacién lineal
axacta para cada una de las preparaciones ensayadas vy el paralelismo de las
dos rectas, indicando un mecanismo de accidn similar para ambos materiales.
A partir de estas rectas se llevé a cabo la cuantificacion de la actividad de las
dos preparaciones, expresandola como CEBO {concentracién eficaz 50 %),
esto es, la cantidad de HNF o HBPM requerida para alcanzar el 60% de
inhibicidn de generacién de trombina, que correspondid a 0.33 yg/ml para HNF
y 0.60 pg/mt para HBPM,

La cuantificacién de la actividad como CEBO se realizé también a partir
de las curvas dosis-raspuesta obtenidas con las concentraciones del pico de
trombina {tablas 7 y 8) observado para cada concentracion de HNF{Pl) y de
HBPM(PI). Para el HNF(PI) el valor de CES0 encontrado fue similar al obtenido
an tédrminos dol érea de la curva de trombina, 0.34 ug/ml. Sin embargo, en al
caso de HBPMI(PI}, el valor de CEBO fue superior al obtenido cuando se
analizaron los datos del drea bajo la curva, 0.92 ug/ml. Los valores dosis-
raspuesta se representaron en un sistema semilogarftmico que se presenta en
el grafico de la fig. 16 con el resto de las preparaciones estudiadas,

IV.2.56 Inhibicién de generacién de trombina por HBPM Comerciales

La inhibicién de generacién de trombina por las cuatro HBPM
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comerciales (FRG, LOG, FRX y CLX) se cuantificé también en términos dal
porcentaje del drea bajo la curva de trombina y del porcentaje del pico de
trombina, con respecto al plasma control. La madia de los maximos de
trombina {Ul/ml) para el plasma control en cada sarie de experimentos fue:
60.09 + 2.02 (FRG); 61.23 + 3.83 (LOG); 61.00 = 3.15 (FRX) y 60.23 =
2.4 (CLX).

Las figuras 11, 12, 13 y 14 muestran un modelo de las curvas
analizadas para cada una de las HBPM, a las diferentes concentraciones
estudiadas. Los datos obtenidos para las curvas dosis-raspuesta desarrolladas,
$6 resumen en la tabla 10, Tomando de nuevo como referencia la
concentracion de 1 ug/ml, el grado de inhibicién encontrado con las HBPM fue
inferior al obtenido con los patrones Internacionales de HNF y HBPM. Asi, 1
4g de FRX y CLX no produjeron ninguna inhibicién del pica de trombina, y solo
un 25% en el caso de FRG y LOG. Si se considera el drea de la curva de
trombina, se consegufa un 40% de inhibicidén con las dos primeras y un 60%

con las segundas.

Estos datos se representaron en un sistema log-log, si se trataba del
drea bajo la curva (fig. 15) v en un sistema log dosis-respuesta cuando se
traté de las concentraciones mdaximas de trombina (fig. 16), incluyendo
también las rectas dosis-respuesta obtenidas para las preparaciones HNF{PI)
y HBPM(PI). Como ocurrié para estos materiales, en el caso de las HBPM
comerciales se encontré una buena linealidad y paralelismo, tanto para la
relacion dosis-respuesta calculada en funcién de la curva de trombina como

para la calculada en base a los picos de trombina.

Los valores de CEBEQ, obtenidos en base al 4rea bajo la curva y a los

valores de los picos de trombina, producidos en presencia de las distintas
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INHIBICION DE GENERACION DE TROMBINA EN PPP, POR HBPM COMERCIALES

—_———— —
FRAGMIN LOGIPARIN FRAXIPARIN CLEXANE
pg/mi AbC Pico de AbC Pico de AbC Pico de AbC Pico de
% trombina %% trombina % trombina % trombina
% % % %
1 41044} 72.8+8.3 44.7+3.8| 77.2+2.2 | 53.0+4.2 983.0x40 | 65.0+2.0 91.5+1.5
E 2 25.0+3.8 54.2+9.9 255+55| 452+2.2 41.2x7.0 | 76.5+8.6 | 47.5+2.5 79.5+5.,5
E 3 17.8x+2.7 33.1+£3.5 15.8+0.4 36.5+7.0 27.3+3.0 {1 61.0£5.0 | 29.5+3.5 58.5+5.5 i
H 4 13.3+0.7 26.6+1.5 13.5+0.5| 23.7+7.2 | 19.210.4 42.2+3.0 ) 240+1.0 | 41.0+1.4
g 5 11.0£0.0{ 22.0+0.0 - - 17.0x0.0 | 31.0+0.01{ 19.5+1.3 | 34.9+2.5

Tabla 10. Los datos representan ia media de los resulta

incluidas a la derecha de ios valores medios expresan el

error estandar de la media.

114

dos obtenidos para cada concentracién de HBPM valorada. Las cifras



GENERACION DE TROMBINA EN PPP

{(Area Curva Trombina)

Trombina Generada (%)

1001 HNF(PD
HBPM(P!)
50 |
FRG
30 LN N e s B e sozee
LOG
- L
20 | L.
FRX
CLX
10
i e
5
0,2 0,3 0,5 1 2 3 5 10

Concentracién yg/ml

Figura 15



GENERACION DE TROMBINA EN PPP

{Concentracién Pico de Trombina)

Trombina Generada (%)

120 HNF(PI)
100 HBPM(PI)
80 FRG

LOG
60 L
FRX
40 e
CLX
___.e_
20
0 "
10

Concentracidén {(pg/mi)

Figura 16



concentraciones de las HBPM (figs. 15 y 16), se recogen en la tabla 11

compardndolos con HNF{PI).

En una primera apreciacién de estos resultados puede observarse que
la concentracion de cada HBPM comercial, que se necesita para alcanzar un
grado similar de inhibicidén de generacién de trombina, fus mucho més elevada
que en el caso de HNF. Se encontraron ademds diferencias sustanciales, en
términos de peso, entre las distintas HBPM investigadas: las cantidades
requeridas para inhibir ol 50% de la trombina generada por el control de
ptasma (en base al 4rea bajo la curva) variaron desde aproximadamente dos
veces {patrén de HBPM) a cinco veces (Clexane) la cantidad encontrada para
HNF. Por otro lado, se necesitarfan concentracionas méas elevadas de los
materiales referidos silos célculos se realizaran a partir de |la inhibicién del pico

0 maxima concentracién de trombina generada.

INHIBICION DE GENERACION DE TROMBINA: CE50

Area Curva Trombina Pico de trombina

pg/ml pg/mi
HNF 0.33 0.34
HBPM 0.60 0.92
FRAGMIN 0.83 1.13
LOGIPARIN 0.92 .11
FRAXIPARINA 1.37 2.26
CLEXANE 1.69 2.23 "

Tabla 11, Cantidad de cada heparina estudiada {ug/ml plasma), que serla
necesaria para producir un 50% de inhibicién de generacién de trombina en
PPP. Los datos se obtuvieron a partir de los gréficos de las figs. 16 y 16
respectivamente.
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Es importante subrayar que aunque la HNF era marcadamente mas
potente que las HBPM valoradas, !a condicién de paralelismo entre las rectas
dosis-respuesta sugiere un mecanismo de accién similar para ambos tipos de
preparaciones. Esta condicién de paralelismo se demostré en un andlisis de
varianza {p>0.08), calculdndose la potencia de cada una de las HBPM
comerciales frente a los dos patrones internacionales de HNF y de HBPM, La
tabla 12 muestra los datos encontrados para cada preparacién al multiplicar
los valores de potencia, obtenidos en porcentaja en el andlisis de lineas
paralelas, por las actividades especfficas conocidas para los patrones de HNF
y HBPM.,

POTENCIA DE LAS HBPM COMERCIALES FRENTE A HNF (Pl) Y HBPM (PI)

I
Area Curva Trombina Pico de trombina
Frenta a Frente a Frente a Frente a "
HNF{PI) HBPM (PI} HNF{PI) HBPM(PI)
ui/mg ui/mg ui/mg ui/mg
HBPM (PI) 93.1 . 68.6 -
FRAGMIN 70.6 51.4 54.8 53.3
LOGIPARIN 70.7 51.3 61.3 7.6
FRAXIPARINA 42.6 30.5 31.1 30.3
CLEXANE 36.3 25.8 33.8 33.0

Tabla 12. Actividades especificas de las HBPM comerciales en el ensayo de
genaracion de trombina en PPP, comparadas con HNF{PI) y HBPM {(PI).

Cuando el patrén internacional de HBPM se valoré frente al patrén
internacional de HNF vy se consideraron para los célculos las concentraciones
méximas de trombina, la actividad especffica obtenida {68.6 ui/mg} fue la
misma que la encontrada en el estudio de colaboracién internacional
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{Barrowcliffe et al.,, 1988) para este material, utilizando varios métodos.
Cuando los célculos se realizaron an base a los valores del &rea bajo la curva
en las distintas concentraciones, la actividad especifica de HBPM liegd a ser

un 36% mads elevada.

IV.2.6 Correlacién de las Potencias Inhibitorias de Generacién de Trombina

con las Actividades Especificas Anti-Xa y Anti-lla

Al comparar (tabla 13) las potencias inhibitorias de las HBPM, obtenidas
en el ensayo de generacidn de trombina frente al patrén de HNF con sus
actividades especificas medidas en ensayos amidolfticos anti-lla, se observé
que ambos tipos de actividades bioldgicas se correlacionaban perfectaments,
va fuera estimando los valores del 4rea de la curva de trombina o las
concentraciones mdéximas de trombina generada. Los coeficientes de
correlacién entre las dos medidas resultaron r=0.994 (p<0.001) si se
estimaba el 4rea bajo ta curva, y r=0.998 {(p<0.001) si se consideraban los
valores de inhibicién del pico de trombina. Sin embargo, la correlacién entre
la inhibicién de generacién de trombina y las actividades especfficas anti-Xa
mostradas en la misma tabla fue bastante inferior, con valores de r=0,843
(p=0.035) cuando se compararon los valores obtenidos en funcién del 4rea
de la curva de trombina, y r=0.787 (p=0.063} si se estimaban los valores del

pico de trombina.

Una situacion similar aparecfa cuando se estimaron los valores CEBO,
en cuyo caso $e encontré una relacidn inversa, de forma que las HBPM con
los valores CEBO méas elevados presentaban las actividades més bajas en el
ensayo de generacién de trombina y en ensayos anti-lla. Esta relacién no se
encontré cuando los valores de CES0 obtenidos en los ensayos de generacién

de trombina se compararon con las actividades anti-Xa. Por ejemplo,

119



Fraxiparina y Clexane, a pesar de tener actividades anti-Xa mas elevadas que

Logiparin, fueron inhibidores de generacién de trombina menos efectivos.

POTENCIAS RELATIVAS DE LAS HBPM EN ENSAYOS DE GENERACION DE
TROMBINA, ANTI-Xa y ANTI-lla

fi 1
Inhibicién de generacién
de trombina
Ul/mg | Anti-Xa Anti-lla
Area Curva Pico de Ulimg Ulimg
Trombina | Trombina
HNF(PI) 193 193 193 193
HBPMI(PI) 93.1 68.6 168 67
FRAGMIN 70.6 54.8 130 58
LOGIPARIN 70.7 61.3 79 53
FRAXIPARINA 42.6 31.1 95 27
CLEXANE 36.3 33.8 98 25

Tabla 13. Relacién de los valores de actividad obtenidos frente a HNF{PI} en
el ensayo de generacién de trombina y en los ensayos amidoliticos anti-Xa vy
anti-lla, que fueron objeto de comparacién para calcular los coeficientes de
correlacion de ambos tipos de actividades.

IV.2.7 Discusién

Los resultados en esta seccidn presentan por primera vez datos
comparativos de las HBPM como inhibidores de generacién de trombina, Todas
las preparaciones de HBPM fueron menos potentes que HNF aunque habia
también importantes diferencias entre las HBPM, variando los valares CEBO
entre 0.60 ug/ml para HBPM(PI) y 1.59 ug/ml para CLX, ¢ entre 0.92 y 2.23

ug/mi si se consideraban los valores de los picos de trombina. No obstante,
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estas diferencias podian ser ampliamente explicadas por las diferencias entre

sus actividades especfficas anti-Xa y anti-lla.

l.a capacidad de fas HBPM para inhibir la generacién de trombina se
correlaciona mejor con sus actividades anti-lla que con sus actividades anti-
Xa. Estos resultados soportan la hip6tesis de que la actividad anti-lla es
importante para la inhibicién de generacién de trombina in vitro por las HBPM.
Sin embargo, cuando se considera la situacién /in vivo, deben tomarse en
cuenta otros aspectos tales como fa mejorada biodisponibilidad de las HBPM,
gn comparacién a HNF, y su menor neutralizacién por F4P. Por ello, se
efectuaron estudios de generacién de trombina en presencia de F4P cuyos

resultados se presentan a continuacién.
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IV.3 NEUTRALIZACION DE LA ACTIVIDAD APTT DE HNF Y DE HEPM

El objetivo del estudio fue encontrar la cantidad de F4P necesaria para
neutralizar el efecto de HNF y de las distintas HBPM en un sistema APTT,
tomando como material de referencia 1 ug del patrén internacional de HNF.
Una vez conocida la cantidad de F4P que neutralizaba toda la actividad APTT
de 1 ug de HNF, se investigé si la misma cantidad neutralizaria actividades
bioldgicas equivalentas del patrén internacional de HBPM vy de las otras HBPM

comerciales, en términos de actividad APTT.

IV.3.1

Inicialmente se utilizé el patrén internacional de F4P (83/505) a las
concentraciones de 0.5 a 8 ng por ml de plasma (tabla 14 a,b), siguiendo el
primer disefio indicado en la descripcién del método APTT (ver pag. 56).
Ninguna de estas concentraciones producfa un efecto neutralizante sobre 1 ug
de HNF{Pl). Todos los controles incluidos en el ensayo resultaron en los
valores esperados para 6l lote de plasma utilizado (31/7). Los datos
presentados corresponden ala media de dos estimacionas. Una muestra de la
buena reproducibilidad del ensayo puede observarse en la tabla 14 a,b, en la
que se han inclufdo los valores individuales de los tiempos de coagulacidn

obtanidos para la concentracién de 0.5 ng/ml de F4P y en ausencia de FAP,

La razdn para ensayar tan bajas concentraciones de F4P fue la sospecha
de que la preparacién utilizada era mds potente que los 382 ng declarados en
la ampolla. El estudio de colaboracién internacional, que se habia realizado
para calibrar la preparacién referida y para comparar este material con otra
preparacién purificada, habla mostrado amplias diferencias entre distintos
laboratorios, en cuanto a su actividad bioldgica (datos no publicados).
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ENSAYOS APTT: PATRON INTERNACIONAL DE F4P

{a) ib)

Fap Tampdn HNF F4p Tampén HNF
{ng/ml} ERE:) 1ugiml {ngfml} TS 1pgiml
0.6 40.0 80.7 - 41.8 91.4

2 401 93.7 1 41.8 86.3

8 40.0 88.6 4 41.0 91.2
0.5 40.1 88.6 - 40.5 93.0

{+] id}

Fap Tampédn HNF FAP Tampbon HNF
{ng/ml) TTS Tugiml fng/ml} TT8 1gimi
48.7 10 45.4 105

agz2 61.30 B3.26 784 163.8 1863

Tabla 14 a), b), ¢}, d). Tiempos de coagulacién {seg) del plasma control
{tampdén) y plasma heparinizado (HNF 1 wpg/ml) en presencia de distintas
concentraciones de F4P (83/605) y en ausencia de esta preparacidn,

En los siguientes ensayos, se estimd que la concentracién méxima que
podfa conseguirse al reconstituir la ampolla de esta preparacién en 1 m! de
agua destilada era de 382 ng de F4P por ml de plasma. En los ensayos se
utilizaron 100 ul de esta solucién, siguiendo el disefio alternative (Disefio 2)
va descrito en el método de referencia {APTT, pdg. 56). Los tiempos de
coagulacién del plasma control fueron algo més largos que los obtenidos en
los ensayos anteriores, en ausencia y en presencia de heparina, debido a la
mavyor dilucidn del plasma en este disefio. Los resuitados mostraron (tabla
14c) que esta cantidad de F4P era adn insuficiente para neutralizar 1 ug de
HNF. A la vez pudo observarse una prolongacién del tiempo de coagulacién en
el control de F4P que significaba alguna interferencia de la preparacién sobre

el ensayo de APTT,

Al reconstituir la ampolla de F4P con 500 ul de agua destilada y tomar
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igualmente 100 ul para conseguir una concentracién de 764 ng por ml de
plasma, el tiempo de coagulacién para el control de F4P se incrementd de
forma anormal en relacién al del plasma control (tabla 14d). La explicacién de
este efecto, que no habfa sido tan evidente en el ensayo previo, podrfa ser una
slevada concentracién de sales en la preparacién, que resultaba alrededor de
1.2 M NaCl en la mezcla final del ensayo. También en este caso se observaron
valores ligeramente superiores del plasma control respecto a los BnNsayos

donde el plasma estaba menos diluldo (Disefio 1).

Una curva dosis-respuesta se disefié por ditimo, con la preparacién
reconstitufda en 1 ml de agua destilada, realizando las diluciones en TTS. Una
muestra de 100 ul se tomd también en este caso (Disefio 2}). Como puede
observarse en la tabla 15, se confirmaron los resultados que se habfan
obtenido previamente, mostrando que la preparacién de F4P 83/505 era

inadecuada para su uso en ensayos de APTT.

F4P (Pl): CURVA DOSIS-RESPUESTA

F4P Tampén HNF
Dilucién TTS Tug/ml
- 45.0 96.0
1/2 49.5 82,1
1/3 47.5 84.0
1/4 46.5 75.0
1/5 57.5 96.0
1/6 45,0 82.5
382 ng/ml 63.5 82.6

Tabla 15. Tiempos de coagulacién obtenidos para el control de plasma y
plasma heparinizado cuando se adicionaron distintas cantidades de F4P(Pi}.
Las concentraciones mas elevadas de F4P prolongan los tiempos de
coagulacion del tampdn,
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Los datos indican que la preparacién no era idénea para estudios de
neutralizacién por dos razones: no existfa suficiente material en las ampollas
para neutralizar 1ug/ml de HNF(PI) y la preparacién influfa en los ensayos de
APTT, prolongando los tiempos de coagulacién. La variabilidad en los
resultados podla deberse al efecto de la concentracién de sales o a diferencias
de solubilidad al haber reconstitufdo la ampolla en agua destilada v obtener las
diluciones de trabajo en TTS.

IvV.3.2 n_do F4P 82/648

Se analizé una segunda preparacién de F4P purificado, NIBSC 82/648
(tabla 16). La actividad bioldgica de esta preparacién se estimé en 500 ng por
ampolla, cifra obtenida del protocolo utilizado en el estudio de colaboracién

internacional para establecer el patrén de F4P purificado humano {datos no

publicados).
ENSAYOS APTT: FAP 82/648
FAp TTS HNF
ng/ml 1ug/mi
" 46.4 95.0
6500 125.3 138.3
1000 241.4 4855.4

Tabla 16. Incremento de los tiempos de coagulacién (seg) del control de F4P
{600 ng y 1000 ng) asi como en presencia de heparina, en comparacién con
los del plasma control (TTS).

Se raconstituyeron dos ampollas con 0.6 y 1 ml de agua destilada
respectivamente, tomando 100 ul directamente de esta solucién para los
ensayos, a fin de obtener concentraciones finales de 500 y 1000 ng de F4P
por ml de plasma. La preparacién 82/648 mostraba de nuevo una prolongacién
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de los tiempos de coagulacién del plasma control. En consecuencia era

también inadecuada para ensayos de APTT.

Aunque no se pudieron encontrar detalles de la composicién de este
materiai, la razén de esta alteracién en los tiempos de coagulacién era muy
probablemente debida a una alta concentracién de sales. Todos los datos

reproesentan la media de al menos dos determinaciones.

IV.3.3 Pa

Por indicacién del Dr. Duncan Pepper {comunicacién personal) se
conocfa que fa preparacién F4P {R) no serfa soluble en solucién salina, en una
concentracidon superior a 25 ug/ml. Para superar esta dificultad técnice se

decidié utilizar diluyentes de alta concentracién salina y bajo pH.

El diluyente de NaCl 2M Tris 60 mM, pH 7.4 se considerd adecuado
para los ensayos de APTT, comprobdndose que este diluyente no interferir(a
on fos tiempos de coagulacién del plasma al utilizar volimenes de 5 y 10 ul de
muestra, en la mezcla de reaccidn final (tabla 17}, con 90 y 80 ul de plasma
respectivamente. Se comprobdé asimismo que no serfa posible utilizar
volimenes de 100 ul de aste material. Un diluyents alternativo de F4P, 4cido
acético al 10 % {v/v} en agua, se rachazé también por su interferencia en los
ensayos, al no permitir la coagulacién del plasma. Otras alternativas para
disolver F4P, como calentamiento a 37°C o ultrasonicacién no se utilizaron

para evitar problemas de estabilidad.

l.os tiempos de coagulacién del plasma control indicados en la tabla son
la media de todas las estimaciones obtenidas en estos experimentos, que

fueron un total de 10 en los distintos disefios analizados. No obstante estos
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valores variaron dependiendo del disefio escogido, siendo 41.6 0.6 seg la
media obtenida para el control de plasma (90 ul) en presencia de 10 ul TTS.,

DILUYENTES DE F4P EN ENSAYOS APTT

NaCl2M T® de Coagulacién| A. Acético 10% {T° de Coagulacién
(W) (seg) () (seg)
0 42.3 + 1.2 0 42.3 + 1.2
5 41.7 + 0.2 5 > 500
10 42.7 £ 0.2 10 > 800
100 >800

Tabla 17, Incremento del tiempo de coagulacién del plasma control en
praesencia de 100 ul de NaCl 2M vy en presencia de 4cido acético 10%. Los
datos representan la media + error estadndar para cada medida.

Con la preparacién de F4P (R) disuslta en NaCl 2M Tris 50 mM pH 7.4,
s0 ensayo un rango de concentraciones de 0.4 a 10 ug por ml de plasma en
presencia de 1 ug de HNF {tabla 18), realizdndose cuatro ensayos: el primero
con 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2 y 5 ug de F4P; los tres restantes con 5, 7 y 10 ug.

ENSAYOS DE NEUTRALIZACION: F4P (R) + 1 ug de HNF

F4P NEUTRALIZACION
pgiml %
0.44a20 0
5.0 46.8 % 2.7 (n=4)
7.0 70.0 £ 3.0 (n=3)
10.0 95,1 £ 2.6 (n=3)

Tabla 18. Valores medios de los porcentajes de neutralizacién (+ error
estandar) de 1 ug de HNF por 5, 7 vy 10 pg de F4P(R) por ml de plasma. El
valor de n corresponde al nimero de estimaciones.

Ninguna neutralizacion se observé con 0.4 ug a 2 ug. Resultados

127



reproducibles del porcentaje de neutralizacién se obtuvieron en el rango de b
a 10 pg de F4P(R). El porcentaje de neutralizacién se calculé de acuerdo a la
férmula expresada previamente en la seccién de métodos {pag. 77). Los
resultados obtenidos en estos experimentos (tabla 18}, mostraron que 10 ug
de F4P por ml de plasma serfan necesarios para neutralizar al menos 95% de
la actividad APTT de 1ug de HNF.

A modo de comprobacién se analizaron concentraciones de 5, 7, 10 y
20 ug de F4P(R) en presencia de 2 ug de HNF. La tabla 19 muestra los valores
de neutralizacidn encontrados en estas condiciones de ensayo. Podia
concluirse que 20 ug de F4P serian necesarios para neutralizar al menos 96%

de la actividad APTT de 2 yg de HNF en las condiciones de ensayo.

En el curso de estos ensayos se cambié el lote de plasma, del 31/7 al
13/11. El tiempo de coagulacién del plasma control varié para los dos lotes de
plasma empleados, obteniéndose una media de 43.2 + 0.6 seg para el lote
31/7 y una media de 39.3 seg *+ 0.7 seg para el lote 13/11, Un minimo de

cuatro estimaciones del plasma control se incluyé en todos los ensayos.

ENSAYOS DE NEUTRALIZACION: F4P (R) + 2 yg de HNF

F4P Neutralizacion
pg/ml %
5 21.8 + 3.2
7 48.9 + 2.0
10 70.0 =+ 5.0
20 96.3 + 3.7

Tabla 19, Porcentaje de neutralizacion de 2 ug de HNF por 5, 7, 10y 20 ug
de F4P(R} por ml de plasma. Los datos corresponden a la media = error
estandar de dos ensayos independiaentes.
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Los ensayos siguientes se diseflaron para determinar la cantidad de
HBPM(PI} que mostrarfa una actividad equivalente a 1 4g de HNF en el sistema
APTT, y que podrfa asimismo ser neutralizada por 10 g de FAP(R), El tiempo
de coagulacion para el control de plasma en estos ensayos fue de
40.3 + 0.32.

Como se observa en la tabla 20, la equivalencia en términos de
prolongacion del tiempo de coagulacién del control de plasma, entre los
patrones internacionales de HNF y de HBPM, fue de 1 wg y 4 ug
respectivamente. Es decir, 4 ug de HBPM (P} eran necesarios para producir

un efecto similar a 1 yg de HNF en el sistema APTT.

CURVA DOSIS-RESPUESTA DE HBPM(PI)

3

Concentracién Actividad anti-lla T® de coagulacién

{rg/ml) {(Ul/ml) {seg)
HBPM

2 0.13 58.1 + 1.2

4 0.26 75.0 £ 4.3

6 0.40 87.6 + 3.3

8 0.63 104.0 & 2.3
HNF

1 0.19 77.7 £ 3.3

2 0.39 113.0 = 2.3

Tabla 20. Curva dosis-respuesta obtenida para el HBPMI(PI), entre 2 y 8 ug
de esta preparacién. La prolongacién del tiempo de coagulacién del plasma se
muestra en comparacién con el efecto de 1 y 2 ug da HNF/ml de plasma, en
el mismo sistema de ensayo. Los datos corresponden a la media = error

estandar de tres ensayos,
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En la tabla se han inclufdo también los valores correspondientes a la
actividad anti-lla, calculados a partir de la actividad especifica de HBPM (PI)
y de HNF (Pl}. Segtin estos valores, la actividad anti-lla de 1 y 2 ug de HNF,
equivaldria aproximadamente a 3 y 6 ug de HBPM.

Los experimentos con 4 ug de HBPM(PI) y distintas concentraciones de
FAP(R) de 25, 30, 35 y 40 ug/mi de plasma, mostraron que concentraciones
tan elevadas como 36 yg de F4P(R)/ml de plasma neutralizaban solamente el
75% de la actividad de HBPM(PI) en el sistema APTT (tabla 21). Con la misma
concentracion de FAP(R) podfa obtenerse al menos un 90% de neutralizacién
de la actividad APTT de 2 ug del patrén de HBPM.

ENSAYOS DE NEUTRALIZACION: F4P(R) + HBPM(PI)

4 ug de HBPM u
F4p Neutralizacién
pglmi %
25 619 £ 60 n=2
30 660 £ 0.3 n =2
35 767 £ 0.1 n=2
40 776 £ 35 n=3
2 pg de HBPM
35 905 6.0 n=3

Tabla 21. Porcentajes de neutralizacién de 2 y 4 ug de HBPM(PI}) por varias
concentraciones de F4P(R). Los datos corresponden a la media =+ error
estandar del nimero de experimentos (n) que se indican.

IV.3.5 HBPM Comerciales -+ Preparacién de F4P (R}

Con respecto al comportamiento de las HBPM comerciales en el sistema

APTT, se wvaloraron distintas concentraciones de CLX. La curva dosis-

130



respuesta obtenida (tabla 22) fue mucho més plana que la encontrada para
HNF: ain 6 ug de Clexans producfan una prolongacién del tiempo de
coagulacion inferior a 1 ug de HNF. Es decir el efecto de 5 pg de CLX en un
sistema APTT es muy inferior al producido por 1 g de HNF en el mismo
sistema. La actividad anti-lla correspondiente a la concentracién de 5 Mg,
calculada como en el caso anterior a partir de la actividad especifica obtenida
para CLX {ver sec. IV.1, pdg. 92), resultaba asimismo inferior a la exhibida por

1 ug de HNF, que equivalfa aproximadamente a 8 ug de la preparacién.

CURVA DOSIS-RESPUESTA DE CLEXANE

|

CLX Actividad anti-lla T? de coagulaciéon
(wrg/mil) {Ul/ml) (sag)
0 - 41,9 + 0.5
1 0.025 45.2 + 0.1
2 0.050 b0.0 + 0.5
3 0.076 52.2 £ 0.7
4 0.10 544 + 0.4
5 0.12 56.6 £ 0.5
HNF (1pg/ml) 0.19 76.1 £ 2.7

Tabla 22, Tiempos de coagulacién obtenidos a distintas concentraciones de
CLX por mi de plasma, en el sistema de ensayo APTT, mostrados en
comparacién con 1 ug de HNF. Los datos representan la media + error
estandar de dos ensayos independientes.

A modo de ensayos tentativos, se escogieron 5 ug de CLX para estudiar
el efecto neutralizante de distintas concentraciones de F4P(R): 14, 25, 40 y
60 ug/m! de plasma. Cuando se ensayaron concentraciones de F4P(R) tan
elevadas como 40 ug, 20 % de la actividad de 5ug de CLX en el sistema
APTT quedaba todavfa sin neutralizar {tabla 23). Concentraciones mayores de

FAP(R) de hasta 100 ug no lograron una neutralizacién superior,
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ENSAYOS DE NEUTRALIZACION: F4P(R} + 5 pg de CLX

I
Fap % Neutralizacién
pglml
CLX 5 ug HNF 1ug
14 54,6 + 0.9 96,0 = 0.7
25 67.9 + 0.5 -
40 75.6 £ 1.0 -

Tabia 23. Porcentaje de neutralizacién de CLX 5 ug por varias concentraciones
de F4P, en comparacién con 1 ug de HNF, Los datos representan la media +
error estdndar de dos o més ensayos independientes.

IV.3.6 Discusion

Los resultados indicados muestran que el método APTT inicialmente
escogido para los estudios de neutralizacién de heparina por F4P no era el
sistema adecuado, debido ala influencia de las preparaciones de F4P sobre los
tiempos de coagulacién del plasma y ademds a la menor sensibilidad de este

sistema de ensayo para las HBPM que para HNF.

Como se ha indicado ya, 4 ug de HBPM (Pl) mostraban la misma
actividad APTT que 1 ug de HNF y an el caso de CLX, una alta concentracién
de esta preparacién (5 ug) parecfa alcanzar un efecto meseta sobre el tiempo
de coagulacién del plasma (57 seg), siendo todavia muy inferior al efecto
causado en el mismo sistema por 1 u#g de HNF (76 seg). Sin embargo, si
consideramos los valores de actividad especifica de HBPM y CLX obtenidos
en un sistema de actividad anti-lla, apenas 3 yg de HBPM (P1} debfan producir
ya la misma actividad que 1 ug de HNF; presentando CLX una actividad

aspecifica anti-lla aproximadaments ocho veces inferior a HNF.

Los ensayos de neutralizacién realizados en esta seccién han indicado
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que 10 ug de F4P(R) neutralizarfan al menos 95% de la actividad APTT de
1 19 de HNF, pero 40 ug solo lograron neutralizar el 75% de la actividad de
4 ug de HBPM y la misma proporcién de la actividad mostrada por b ug de
CLX. Unicamente la preparacion de F4P(R) se utiliz6 en los restantes estudios

de neutralizacién que se describen seguidamente en la prasente memaoria.

Como alternativa al método de APTT, la investigacion sobre estudios de
neutralizacién de heparinas por FAP realizada posteriormente, se llevé a cabo
midiendo la actividad anti-lla en ensayos de sustratos cromogénicos por sar
un sistema de ensayo més sensible y definido, en particular si se trataba de
comparar los resultados posteriormente con el comportamiento de los mismos
materiales en la inactivacién de la actividad anti-Xa. La investigacién realizada
sobre estudios de neutralizacién de heparinas por F4P con la metodologla
indicada, ademds de en un sistema de generacién de trombina, se racoge en

la siguiente saccidn,
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IV.4 NEUTRALIZACION DE LAS ACTIVIDADES INHIBITORIAS DE
GENERACION DE TROMBINA, ANTI-Xa Y ANTI-lla DE HNF Y DE HEPM

En secciones anteriores se ha estudiado la eficacia de HNF{PI) y de
varias preparaciones de HBPM como inhibidores de generacién de trombina,
sus potencias en ensayos convencionales anti-Xa y anti-lla por sustratos
cromogénicos y cdmo estas actividades podrfan estar relacionadas. Se ha
demostrado asimismo que el método APTT no podfa ser el método de eleccién
para estudios de neutralizacion de heparinas por F4P, a la vez que se han

evaluado distintos concentrados de F4P.

Como continuacién de estas observaciones, esta seccién describird los
experimentos llevados a cabo para establecer la proporcidon en la que las
heparinas objeto de estudio, HNF(PI} y cinco HBPM, pueden ser neutralizadas
por una determinada preparacidn de F4P, F4P(R}, en los ensayos de

goeneracidn de trombina y ensayos amidoliticos anti-lla y anti-Xa.

IV.4.1 Efecto de F4P sobre las Actividades Bioldgicas de Generacién de

Trombina, anti-Xa y anti-lla

El objativo del estudio de neutralizacién con el F4P purificado, F4P{R},
fue investigar si el patrén internacional de HBPM y cuatro HBPM comerciales,
mostraban una resistencia incrementada a la neutralizacién por F4P, en

comparacién con HNF.

En experimentos previos se habia determinado que la concentracion de
las HBPM, que producfa una inhibicidn sequivalente a 1 ug de HNF en un
sistema de generacién de trombina en PPP (80% de inhibicidn), correspondla
a 2 ug para HBPM, 3 ug para FRG y LOG, 4 ug para FRX v 5 ug para CLX,
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En otras palabras 2, 3, 4 6 6 veces de los materiales referidos se necesitaron,
en términos de peso, para conseguir la misma actividad anticoagulante que
1ug de HNF. Las mismas concentraciones de HNF y de las HBPM se utilizaron
para comparar los efectos neutralizantes de F4P en los ensayos de generacién
de trombina y amidolfticos anti-la y anti-Xa. La tabla 24 muestra las
actividades bioldgicas anti-Xa y anti-lla, equivalentes en estos sistemas de

ensayo, expresadas en unidades internacionales.

ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE HNF Y DE HBPM UTILIZADAS EN LOS
ENSAYOS DE NEUTRALIZACION POR F4P

Anti-lla Anti-Xa

(Ul) {Ul)
HNF{Pl) 1ug 0.19 0.19
HBPM(P!) 2ug 0.13 0.34
FRAGMIN 3ug 0.17 0.39
LOGIPARIN 3ug 0.16 0.24
FRAXIPARINA 4uq 0.13 0.47
CLEXANE 5ug 0.12 0.49

Tabla 24, Concentraciones {(ug/ml de plasma) de HNF y HBPM, expresadas en
unidades internacionales, de acuerdo a sus actividades especificas.

El paso siguients era analizar si la misma actividad bioldgica podia ser
neutralizada por la misma cantidad de F4P, Cantidades crecientes de F4P(R)
de 6, 8, 10, 12 y 14 ug/ml, en la mezcla de reaccidn final, se utilizaron
primero en ansayos anti-lla, con una concentracién fija de HNF, 1 ug/mi, a fin
de astablacer la concentracion minima de F4P necesaria para neutralizar toda
la actividad anti-lla de esa concentracién de HNF. Concentraciones mas
elevadas de F4P(R}, de 14 ug a 50 ug/ml, se utilizaron después en ensayos
anti-Xa, anti-lla y de generacién de trombina, para estudiar la capacidad de
neutralizacién por F4P de las distintas HBPM en comparacién con HNF,
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La cantidad de F4P obtenida en los ensayos de APTT como la minima
necesaria para neutralizar 14g de HNF, fue 10 ug/ml de plasma (sec. V.3,
pag. 126). Al introducir los ensayos de actividad anti-lla, se confirmé con
mayor precision que la concentracidn minima de F4P{R), que neutralizarfa toda
la actividad anti-lla de 1 ug de HNF, era 14 ug/ml {fig. 17). Esta concentracién
de F4P se utiliz6 posteriormente en estudios comparativos de HNF y de las

diversas HBPM, en ensayos anti-Xa y de genaracién de trombina.

Dos lotes diferentes de F4P(R) se incluyeron en estos experimentos.
Para determinar si su capacidad de neutralizacién serfa equivalente, tres
concentraciones de ambos lotes 6,8 y 10 ug/ml se valoraron frente a 1 ug de
HNF en ensayos anti-lla. Un andlisis de varianza de los resultados obtenidos
rindio Imeas paralelas, informando un comportamiento similar de ambos lotes.
Cuando el primer lote utilizado se consideré como patrdn, los valores del

segundo lote fueron los siguientes:

Métod doliti ] tacidn Gréfi Resultados (%)
alta {ATIH) Log dosis-respuesta 108 (106-111)

La fig. 18 muestra el gréfico correspondiente a estos ensayos, Sobre la base

de estos datos, ambos lotes de F4P se estimaron equivalentes en el curso de

aste estudio.

Los efectos de 14 ug de F4P(R) sobre las distintas heparinas se
investigaron en los tres sistemas de ensayo referidos. Un resumen de los datos
observados se muestra en la fig. 19. A esta concentracion de F4P se
neutralizaron més del 90% de las actividades anti-Xa y anti-lla de HNF
misentras que la neutralizacién en el sistema de genaracién de trombina fue del

orden de 80%. Para las HBPM, sin embargo, existfan marcadas diferencias en
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el grado de neutralizacién en los tres métodos de ensayo. La actividad anti-Xa
se neutraliz6 en mucha menor proporcién que la actividad anti-lla y, excepto
para Logiparin, la neutralizacién en el ensayo de generacién de trombina se
encontrd entre las proporciones observadas para los ensayos anti-Xa y anti-lla.
No obstante pudo apreciarse claramente que la actividad de las HBPM, en el
ensayo de generacién de trombina, se neutraliza en menor proporcién que en
HNF.

Cuando se utilizé una concentracidn més elevada de F4P(R), 25 ug/ml,
todas las actividades de HNF(PI} se neutralizaron completamente al igual que
las actividades anti-lla de las cuatro HBPM comerciales. El grado de
neutralizacion en el ensayo de generacién de trombina se encontrd entre 60
y 80%, mientras que se neutralizé menos del 50% de la actividad anti-Xa, con

la excepcidn de Logiparin {fig. 19}.

Al incrementarse la concentracién de F4P a 35 ug/ml, la diferencia de
neutralizacidén en el ensayo de generacién de trombina entre HNF y las HBPM
desaparecid virtualmente, demostrandose una neutralizacién en torno al 90%
de las HBPM. Sin embargo, con la excepcién de Logiparin, una gran proporcién
de la actividad anti-Xa permanecid sin neutralizar. Los datos que soportan la
fig. 19 se resumen en la tabla 25, Otros estudios mostraron que un 100% de
neutralizacién de las HBPM podia alcanzarse en el ensayo de generacién de

trombina a 50 ug/ml de F4P (datos no mostrados).
IV.4.2 Efecto de F4P en Ensayos Anti-lla con Plasma Desfibrinado
Para tratar de explicar las diferencias de los resultados de neutralizacién

ontre el sistama de generacién de trombina y los ensayos de actividad anti-lla,

se examinaron las diferencias en metodelogla: en los ensayos anti-lla se habfa
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NEUTRALIZACION DE HNF Y DE LAS HBPM POR F4P

14ug F4P 25ug F4P ! 35ug F4P
aXa TG alla aXa TG alta ‘ aXa TG alla
HNF 1xg 93.3+3.6 | 80.4+2.3 | 99.3:0.5 | 10020.9 | 100+1.3 | 100407 | 100£1.8 | 100+0.9 | 100=0.2
HBPM 2pg  § 32.3+0.1 | 45.2+3.4 | 63.4+1.2 | 51.8+1.9 | 83.5+2.0 | 87.6+1.2 || 64.7£0.9 | 90.3+2.5 | 97.19+0.3
FRG 3ug 23.8+0.7 | 46.5+3.5 | 756.9+2.4 | 38.3+0.7 | 76.4+3.9 | 95.6+1.1 || 50.4+1.1 | 91.7+3.4 | 96.9+0.8
LOG 3ug 51.8+2.4 | 34.1+2.3 | 70.3+1.0 | 74.8+1.6 | 70.2+4.1 | 96.320.0 || 82.2+0.7 | 90.7+3.7 | 99.7+0.3
FRX 4pg 21.7+2.8 | 65.4+3.9 | 88.6+0.1 | 42.420.1 | 79.5+0.0 | 97.6+0.3 | 53.0£2.2 | 90.4+3.2 | 99.1+0.5
CLX Sug 18.1+1.4 | 36.7+2.3 | 83.7+1.2 | 30.8+0.9 | 61.3+0.0 | 94.7+05 | 37.3+1.4 | 86.941.9 | 98.3+1.3

Tabla 25. Resumen de los resultados obtenidos para cada uno de ios materiales estudiados tras la adicién de distintas concentraciones de
F4P(R). Los resultados para el ensayo de generacién de trombina se cuantificaron como porcentaje del drea bajo la curva. Los datos
representan la media * error estdndar de un minimo de dos experimentos para cada concentracion de F4P,
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utilizado ATII purificada, y en el ensayo de generacién de trombina, plasma
desfibrinado. A fin de conseguir condiciones similares a las de éste tltimo
sistema, los ensayos anti-lla se llavaron a cabo en presencia de 14 ug/mi de
FAP(R) utilizando plasma desfibrinado, en lugar de ATII purificada (tabla 26).

ENSAYOS ANTI-lla EN PLASMA DESFIBRINADO

Anti-lla Anti-lla

(ATIN) (Plasma destibrinado)
HNF(Pl} 1ug 99.3 + 0.6 97.5 + 0.0
HBPM(PI) 2ug 63.4 £ 1.2 86.0 = 0.5
FRAGMIN 3ug 75.9 + 2.4 70.7 *+ 3.2
LOGIPARIN 3ug 70.8 = 1.0 45.3 + 3.0
FRAXIPARINA 4ug 88.6 + 0.1 84.3 + 1.3
CLEXANE 5ug 83.7 & 1.2 71.8 + 1.3

Tabla 26. Porcentajes de neutralizacién encontrados para las distintas
heparinas en el sistema de ensayo amidolitico anti-lla, utilizando ATHI o plasma
desfibrinado, en presencia de 14 ug de FAP, Los datos representan la media
+ error estandar de tres experimentos, utilizando las concentraciones de HNF

y HBPM indicadas.

El uso de plasma desfibrinado dié valores de neutralizacién de HNF y de
las HBPM, por F4P, semejantes a los obtenidos en el sistema purificado con
la excepcién de nuevo de Logiparin en cuyo caso la neutralizacién se redujo

de 70% a 45%, valor éste méas prédximo al obtenido en el ensayo de

generacién de trombina (34 %).
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IV.4.3 Efecto de F4P en Ensayos Anti-Xa y Anti-lla en presencia de Calcio

Los ensayos amidol(ticos para la determinacién de las actividades anti-
Xa y anti-lla se realizan normalmente en ausencia de CaCl,. Esto podria ser
una razén para justificar las diferencias de neutralizacién por F4P(R), que se
encontraron para HNF y las HBPM, entre estos ensayos y el sistema de

ganeracion de trombina en el cual se utilizé CaCl,.

El efecto de una concentracién fisiolégica de 3 mM de CaCl,, sobre las
actividades anti-Xa vy anti-lla de HNF{Pl) y de cinco HBPM diferentes, a las
mismas concentraciones ya indicadas, se valoré utilizando ATII purificada, en
presencia y ausencia de una concentracion fija (14 ug/ml} de F4P(R). Los

ansayos con ATl sa realizaron en presencia y en ausencia de CaCl,.

Los ensayos realizados en presencia de CaCl, 3 mM indicaron una
inhibicién més elevada de factor Xa por ATIIl, teniendo una influencia contraria
sobre la inhibicién de factor Ha (tabla 27). Sin embargo, no se encontraron
diferencias en el porcentaje de neutralizacidn por F4P en presaencia o ausencia

de CaCl, para ninguno de los dos sistemas de ensayo considerados.
IV.4.4 Efecto de F4P en Ensayos Anti-lla en presencia de Calcio y Fosfolipido

A fin de explicar las diferencias de neutralizacién por F4P entre los
ensayos anti-lla y de generacién de trombina, se considerd una tercera
alternativa. Para acercanos a las condiciones anallticas del ensayo de
generacidn de trombina, los ensayos anti-lla se llevaron a cabo en presencia
de calcio y fosfolipido, utilizando dos concentraciones distintas de calcio, 25
mM y 3mM. La de 25 mM simularfa la concentracién molar de calcio en al

ensayo de generacién de trombina y 3 mM, las condicionas fisioldgicas. Ei
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EFECTO DE CaCi, 3 mM EN AUSENCIA DE F4P

Anti-lla ﬁ
HNF HBPM FRG LOG FRX CLX I]
ATIH 100 100 100 100 100 100
ATHI {3mMCa®*) 894+0.5 85+2.0 96+1.0 91+0.5 79+0.5 | 83+0.0
Anti-Xa E
| | HNE HBPM FRG LOG FRX cix |
ATHI 100 100 100 100 100 100
ATII (3mMCa®") | 204+8.7 | 148+7.3 | 141+7.0 | 169+4.7 | 138+2.7 | 134+1.3

Tabla 27. Los valores de HNF y de las HBPM, en ausencia de calcio, se expresaron arbitrariamente como 100 %. E

aumento (ensayos anti-Xa) o disminucién {ensayos anti-lia} de actividad tras la adici
concentraciones filas de HNF y de las HBPM. Los datos

distintos y sus errores estédndar.

que se recogen en la tabla
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fosfollpido se utilizé a la misma concentracién que para el ensayo de
generacién de trombina. Por ultimo, para conseguir proporciones equivalentes
al ensayo de generacién de trombina, se utilizaron voltimenaes iguales de ATIH

(heparina/F4P), fosfollpido y calcio.

La influencia de calcio y fosfollpido en los ensayos anti-la, en presencia
de 14 ug de F4P, se estudid Ginicamente con 1 ug de HNF (Pl}. Los valores de
absorbancia para el control de HNF, en presencia y ausencia da calcio y

fosfolipido, fueron los siguientes:

- Ausencia de fosfollpido y calcio 0.392:+4.9-10°
- Ausaencia de calcio y presencia de fosfollpido  0.392+8.3:103
- Prasencia de calcio y ausencia de fosfolipido 0.378+3.6:10°
- Prasencia de fosfollpido y calclo 0.377+8,7:10°

l.as lecturas de absorbancia obtenidas cuando 1 uyg de HNF se ponia en
presencia de 14 ug de F4P, en las condiciones diseiiadas para el ensayo
{presencia de calcio y fosfollpido}, dieron valores de 0.648+2.36:10°, Se
observaron asimismo los valores de absorbancia de las mezclas de reaccién en
ausencia de HNF y F4P y en ausencia de HNF y presencia de F4P, que
resultaron 0,666 +:5.04-10°, Este valor representa la lectura maxima de

absorbancia, cuando toda la trombina adicionada esta presents.

Por consiguiente, el porcentaje de neutralizacién de HNF en este sistema
de ensayo, no mostré ninguna diferencia con resultados previos en ausencia
de calcio y fosfollpido. Los datos tampoco mostraron ninguna diferencia
significativa cuando se utilizaron las concentraciones de 26 mM 6 3 mM de
CaCl,. Los resultados observados corresponden a la media de tres

experimentos independientes.
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IV.4.5 Discusidn

De los experimentos recogidos en esta seccién pueden extraerse una

serie de importantes conclusiones :

La primera es que las HBPM son més resistentes que HNF a la
nautralizacién por 14 ug/ml de F4P, cuando se valoran a concentraciones que
producen la misma actividad biolégica en un sistema de generacién de
trombina en PPP, Sin embargo, esta diferencia se debe fundamentalments a
las méas altas concentraciones de las HBPM requeridas para alcanzar la misma

actividad biolégica que en el caso de HNF.

Por otro lado, aunque las actividades de las HBPM en sl ensayo de
genaracién de trombina estaban bien correlacionadas con sus actividades anti-
Ila (sec. IV.2), el grado de neutralizacién por F4P fue inferior en el ensayo de
generacién de trombina que en [os ensayos anti-lla {fig. 19). Examinada la
posibilidad de que los distintos grados de neutralizacién se debieran a
diferencias metodolégicas, entre el sistema de generacién de trombina y los
ansayos amidolfticos, parece que las diferencias obtenidas entre los tres
sistemas de ensayo diferentes anti-Xa, anti-lla y generacién de trombina eran

genulnas y las razones tienen que ser analizadas.

Volviendo alos resultados de la fig. 19, la actividad residual anti-Xa de las
HBPM, que no es neutralizada por altas concentraciones de F4P, debe suponer
una contribucién menor a la inhibicidn de la generacién de trombina, al menos
en al sistema de ensayo que se utiliz6. Los resultados en presencia de F4P
también indican que una porcién de su actividad anti-Xa, que es mds
resistente a la neutralizacidn por F4P, debe contribuir a la inhibicidén de

generacidén de trombina y esta porcién fue més elevada para la mayorfa de las
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HBPM que para la HNF. Esta observacién podfa ser particularmente importante
in vivo en condiciones en las que es posible la activacién de plaquetas. Otros
estudios de las actividades de las HBPM, en presencia de plaquetas, se

describen en la seccidn siguienta.
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IV.5 INHIBICION DE GENERACION DE TROMBINA POR HNF Y HBPM EN
PRP

Los experimentos descritos en la seccidén antserior trataban de investigar
el efacto del F4P purificado sobre la inhibicién de generacién de trombina por
HNF y por distintas HBPM. No obstante, otras interacciones podfan afectar sus
actividades anticoagulantes al utilizar plaquetas enteras. La relativa
importancia de la activacidn de plaquetas, sobre la inhibicién de generacién de
trombina de estos preparados en el sistema intrinseco, se estudid en una

mezcla de reaccién tan semejante como fue posible al PRP,

Los objetivos de este estudio fueron en primer lugar, medir la capacidad
de la HNF y de las varias HBPM para inhibir la generacién de trombina en PRP
y comparar estos resultados con los efectos previamente esncontrados en PPP,
en ausencia y presencia de F4P. En segundo lugar, estudiar la relacién entre
la potencia inhibitoria de generacién de trombina en PRP v las actividades anti-

Xa y anti-lla determinadas en ensayos amidolfticos.

IV.5.1 Curva Trombina-Fibrinégeno

En estos experimantos se incluyeron dos lotes diferentes de fibrindgeno:
el lote FN119 ya utilizado en los experimentos de generacién de trombina en
PPP y un nuevo lote, el FN121. El nuevo lote se calibré frente al primer patrén
internacional de a-trombina, siguiendo el mismo método que para el lote

FN119 (padg. 73). Se valoré un rango de concentraciones de 75 Ul a 0.78

Ul/ml de trombina.

La figura 20 muestra la curva de calibracién obtenida cuando los valores

de los tiempos de coagulacién de dos ensayos independientes se combinaron
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y representaron frente a las unidades de trombina en un sistema log-log. La
pendiente e interseccién con el eje de ordenadas de esta curva resultaron ser
-0.97609 y 2.24852 respectivamente. En un ensayo con un psquefio rango
de concentraciones se comprobd asimismo que no existfan diferencias a causa
del uso del patrén internacional de a-trombina {89/681), en lugar del patrén
internacional de trombina {70/157) que se habia tomado como referencia para

ta calibracion del lote anterior de fibrinégeno, FN119,

Al igual que en el caso del lote FN119, los datos obtenidos en la
calibracion del lote FN121 se introdujeron en un programa informético (ver
sec. métodos pdg. 85) para calcular la trombina producida en cada ensayo de

generacion do trombina, cuando se utilizaba el referido lote.
IV.5.2 Generacion de trombina en PRP

La generacién de trombina, activada por contacto con una superficie de
vidrio, se midié en PRP en presencia de varias concentraciones de HNF y de
cinco HBPM diferentes, Para cada material investigado se utilizaron muestras
de PRP de 4 a 7 donadores, a fin de recoger la variabilidad entre los
individuos. Un total de 33 donadores distintos se incluyeron en el estudio. Con
cada muestra de PRP se desarrollaron curvas dosis-respuesta de las
preparaciones analizadas. Un méximo de seis curvas se realizaron en cada
serie de ensayos y al menos dos experimentos independientes se efactuaron

para cada una de las concentraciones de HNF o de las HBPM ensayadas.

Como se vera en las curvas presentadas a lo largo de esta seccidn, en
PRP en ausencia de heparina se generd una respuesta espontdnea de
trombina, de concentracién mdaxima 30 a 50 Ul/ml, después de un tiampo de

alrededor de 4 a 6 minutos desde su recalcificacion. El recusnto de plaguetas
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de las muestras de PRP utilizadas, cubrié un rango de factor 2: 2.2x10% a
5.3x10°%,

lLa influencia de distintas concentraciones de plaquetas sobre la
produccion de trombina se valoré en experimentos preliminares, diluyendo
muestras de PRP en PPP del mismo donador. El proceso de dilucién no
modificé el comportamiento del plasma en los ensayos (fig. 21), pero
diluciones superiores a 1/2, a partir de una muestra media de PRP (3.8 x 10°
plaquetas/ml), redujeron la curva de trombina y la concentracién del pico de
trombina, o en otras palabras, la cantidad de trombina formada. Puesto que
uno de los principales objetivos del estudio era encontrar una relacién dosis-
respuesta de los materiales ya enunciados en un sistema de generacién de
trombina que utilizaba PRP, y con el fin de reproducir las mejores condiciones
fisioldgicas in vitro, no se consideré necesario afiadir PPP a PRP para
compensar las diferencias entre las concentraciones de plaquetas en las
muestras. Por consiguiente, todos los experimentos se realizaron con PRP no
diluldo y el recuento de plaquetas se realizd Unicamente para tener la

informacidén del rango de concentracién que estaba siendo utilizado.

Las muestras de PRP se valoraron al comienzo y en la mayor(a de los
casos al final de cada serie de ensayos, a fin de evaluar la estabilidad de cada
muestra de plasma utilizada. Una tendencia ala reduccién de la fase de retraso
en la aparicién del pico de trombina, asi como a la disminucién de la cantidad
de trombina generada, aparecla frecuentemente después de un perfodo de
tiempo de 2h30’ [{fig. 21, curva (m}]; este hecho se considers debido a la
presencia de una mayor concentracién de fosfollpidos procoagulantes en la
mezcla de reaccién, a causa de la rotura de plaguetas. La duracién de cada

serie de ensayos, con la misma muestra de PRP, no fue nunca superior a

2h30’,
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De los 33 donadores incluldos en los experimentos, se obtuvieron
muestras de PRP de 5 de ellos en dos dfas diferentes para evaluar distintas
preparaciones. Las variaciones del total de trombina generada por las muestras
del mismo donador en dos dias distintos (tabla 28) fueron similares a las

encantradas en muestras de distintos donadores,

VARIACION DE CONCENTRACION DE PLAQUETAS Y TROMBINA
GENERADA EN DONADORES REPETIDOS

DONADOR N° PLAQUETAS TROMBINA MATERIAL
(x10%) GENERADA ESTUDIADO
K.R. 4.0 10086 CLX
" 3.8 6526 FRG
.0. 3.7 6286 HBPM
" 3.1 9522 FRG
T.W. 3.3 7926 HBPM
" 3.6 10383 FRG
J.P, 2.4 7286 HNF
" 2.9 10886 CLX
JW. 3.2 7280 CLX
" 3.7 7388 LOG

Tabla 28. Nimero de plaquetas y trombina total generada (valor absoluto del
area de la curva de trombina), obtenidas en muestras de PRP de donadores

ropetidos en dos dias distintos.

A fin de mantener las muaestras de PRP lo més estables posible durante
el tiempo del ensayo se compararon también muestras almacenadas a 37°C
an estufa de CQ,, con muestras del mismo donador mantenidas a temperatura
ambiente. No se obsarvaron diferencias significativas en cuanto a la cantidad
de trombina generada por el PRP. Por razones practicas y de rapidez de los
ensayos, todas las muestras de PRP utilizadas para evaluar el efecto de HNF

y de las HBPM se mantuvieron a temperatura ambisnte.

Al igual que en el sistema de PPP, la inhibicién de generacién de
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trombina se cuantificé en términos del &rea bajo fa curva de trombina y de la
concentracion maxima de trombina obtenidas, expresadas en ambos casos
como porcentaje de los valores encontrados para el plasma control, que fueron
estimados como 100%. No obstante, los resultados concluyentes de actividad
y potencia de las heparinas analizadas se han calculado tomando como base
unicamente los porcentajes del &rea bajo la curva, por estimarse mds fiables
y reproducibles. Ya se indicé en la seccién V.2 que el porcentaje del pico de
trombina, en relacidn al del plasma control, hace depender la evaluacién de los
ensayos de valores "Unicos", dando la posibilidad de mayores errores o
variaciones. Este hecho es de particular importancia en los ensayos en PRP,

puesto que las muestras proceden de donadores individuales,

Los resultados de actividad se expresaron como CEB0, cantidad de HNF
o de HBPM, en ug por mi de plasma, necesaria para producir el 50% de
inhibicién de generacién de trombina con relacién al plasma control. Las
actividades inhibitorias de las HBPM comerciales se obtuvieron también en

términos de potencia frente a los patrones internacionales de HNF y HBPM,
IV.5.3 Inhibicién de generacién de trombina por HNF (PI)

Cuando se afladié HNF a PRP, ala concentracién de 1 ug/mi, la fase de
retraso en la aparicién del pico de trombina, con respecto a la del plasma
control, fue sdélo ligeramente prolongada y apenas se observd ninguna
disminucién de la cantidad de trombina generada en comparacién con el
plasma no heparinizado (fig. 22}. L.a media de los valores maximos de trombina
obtenidos para el plasma control en estos ensayos, fue 46,0 = 3.7 Ul/ml, A
maedida que se aumentd la concentracién de HNF se observd un retraso en la

aparicién del pico de trombina, ademés de la disminucién en la generacién de

trombina (tabla 29).
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INHIBICION DE GENERACION DE TROMBINA POR HNF(P!) EN PPP Y PRP

PRP (%) PPP (%)
HNF , .
gg/mi Area CI:II’VEI Pico c'le Area Curva Pico de
Trombina Trombina Trombina Trombina

0.25 - . 63.6+3.6 | 89.7+3.2
0.5 - - 34.0+£2.9 | 57.0+£5.0
1 776429 | 964+ 95 | 185+1.4 | 23.6+2.6
2 41.7+8.9 [ 89.4+10.6 9.8+2.3 8.3+0.3
3 16.0+2.0 | 28.0+ 3.3 - -

4 5.0£0.0 4.8+ 0.0 - -

Tabla 29. Los datos corresponden a las curvas dosis-respuasta obtenidas en
el sistema de generacién de trombina en PRP y PPP y expresan las medias =
arror esténdar de los experimentos realizados con cada concentracién de HNF,

Para estudiar el efecto de HNF en PRP, se midieron trece curvas
distintas de generacién de trombina, en un rango de concentraciones que
variaba entre 1 y 4 ug/mi, Se encontré buena reproducibilidad y buena
linealidad (r* = 0.996) de la curva dosis-respuesta desarrollada en base al 4rea
de la curva de trombina, y a partir de ella {tabla 29) se cuantificd la actividad
de HNF que se exprasd como CESO, encontrdndose un valor de 1.67ug/ml.

IV.5.4 Inhibicién de generacién de trombina por HBPM (PI)

Al igual que la HNF, el HBPMIPI) producfa un incremento de la inhibicién
de trombina dependiente de la dosis, cuando se valoré en el sistema de
generacién de trombina en PRP {fig. 23, tabia 30). Sin embargo, al aumentar
la concentracién del HBPM(PI} no se hizo evidente ningin retraso en la
aparicién del pico de trombina. Se midieron 16 curvas de generacién de
trombina distintas en el rango de concentracién estudiado. La media de los

valores maximos de trombina, observados para el control de plasma en estos

ensayos, fue de 38.8 = 3.6 Ul

156



Trombina (ui/ml)

40.00 1
30.00 1
20.00 A

10.00 1

0.00 A

HEPARINA DE BAJO PESQ MOLECULAR

iiiiilfi!l’ll

0 200

llIiiJ[Iill!lllil

400

lillii[lll}ilili[[!!il!llillllfll]lllIJIT

600 800 1000 1200 1400

Tiempo delincubacion (segs) Figura 23




INHIBICION DE GENERACION DE TROMBINA POR HBPM(PI) EN PRP Y PPP

PRP (%) PPP (%)
HBPM
pg/mi Area Curva | Pico de Area Curva Pico de
Trombina | Trombina Trombina trombina
0.5 - - 57.0x2.6 | 89.3+£0.2
1 80.8+0.2 - 32734 | 73.8t54
2 46.2+£3.6 | 62.8£16.9 | 20.0+1.4 | 45.7+4.1
3 23.9+4.4 | 36.9+10.6 - -
| 4 14125 | 16,7+ 2.7 11.0+:0.0 | 18.1+3.7

Tabla 30. Porcentaje de trombina generada en la curva dosis-respuesta
obtenida cuando se analizaron distintas concentraciones del patrén de HBPM
en PPP y PRP, Los datos representan la media + error esténdar,

La curva dosis-respuesta desarrollada en base a los datos del érea de la
curva de trombina mostraba una buena linealidad (r* = 0.996) v la actividad
se astimd en unidades CE50, como en el caso del HNF{PI), obteniéndose un
valor de 1.8b ug/ml, Observando este valor, el HBPM(P!) parece ser casi tan

potente como HNF(PI) cuando se valoré en PRP,

Se calculd asimismo la potencia del patrén de HBPM frente a HNF (Pl),
a partir de un andlisis de lineas paralelas, comparando las dos curvas dosis-
respuesta obtenidas en el sistemma PRP (tablas 29 y 30). Un resultado similar
al calculado en términos de CEBO se obtuvo al estimar la potencia del

HBPM(PI}, resultando 90% de la actividad del HNF(PI),
IV.5.5 Inhibicién de generacién de trombina por HBPM comerciales

l.as cuatro HBPM comerciales estudiadas mostraron diferentes modelos
de inhibicién cuando se analizaron en PRP (Figs. 24, 25, 26 y 27), al igual que
sucedid on los ensayos de PPP. La diferente capacidad de estas HBPM para

inhibir la generacién de trombina en PRP se muestra en la tabla 31.
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INHIBICION DE GENERAGION DE TROMBINA POR HBPM COMERCIALES

EN PPP Y PRP
Trombina Generada (%)
Concentracién PRP PPP
pg/mi Area Curva Pico de Area Curva Pico de
Trombina Trombina Trombina Trombina
[FRG]
1 - . 41.0+t4.4 | 72.8+8.3
2 625125 | 748+ 1.2 | 265,0+3.8 | 54.2+9.9
3 33.6+ 36 | 563,8+14.3 | 17.8+£2.7 | 33.1+3.5
4 240+ 0,0 | 3721+ 6.0 | 13.3x0.7 | 26.6+1.5
5 12.0x 2.3 3.6+ 3.2 | 11.0+£0.0 | 22,0x0.0
[LOG])
1 - - 44.7+3.8 | 77.2+2.2
2 56.0+0.0 | 91.8+ 5.1 256+5.5 | 45.2+2,2
3 36440 | 66,8+ 3.9 | 16.8+04 | 36.5x7.0
4 17.7+£2,2 | 32.7x13.9 | 13.6+0.6 | 23,7+7.2
5 8.0+0.0 15.0+ 0.0 . -
[FRX]
1 . - 59.0+4.2 | 99.0x4.0
2 - . 41.2+7.0 | 76.5t8.6
3 56,000 | 67.4%13.6 | 27.3+3.0 | 61.0£5.0
4 44.0+4.4 | 68.2£12.2 | 19.2+0.4 | 42,2+3.0
5 326+£3.7 | 66.1+£13.0| 17.0+x0.0 | 31.0+£0.0
6 22.7+3.7 | 269t 6.2 - -
[CLX]
1 - - 65.0+2.0 | 91,6+1.5
2 “ - 47.5:+2.5 79.5+56.5
3 64.0+7.9 | 66,2+ 6.7 | 29.5+3.5 59.5+56.5
4 55.0+1.6 | 70.1+ 2.1 24.0+1.0 | 41.0x1.4
5 39.8+6.3 | 47.0+13.,5 | 19.56+£1.3 | 34.9£2.5
6 35635 | 62,7x11.1 - -
7 26.0+7.7 | 27.6£11.7 - -

Tabla 31, Generacién de trombina en PRP y PPP, en presencia de varias
concentraciones de HBPM comerciales {media * error estandar).
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So desarrolld una curva dosis-tespuesta para cada una de las haparinas
estudiadas. Estos datos se repres eniaron en un sistema log dosis-respuesta
{fig. 28), incluyendo tambiér las rectas dosis-respuesta obtenidas para las
proparaciones del HNFI(Pl) v del HBPM(PI}. Todas ellas demostraron ser
linoales, con valores r* do 0., 982 (FRG)Y, 0.996 (L.LOG), 0.997 (FRX) y 0.979
(CLX). Se midieron 21 cuva s distintas de generacion de trombina para FRG
y FRX vy 17 on los casos de 10G y CLX, dentro del rango de concentracién
escogido. La madiade losm&ximos do trombina (Ul/ml) para el plasma control
on cada serio de oxpermerilos fus: 30.3x3.0 {FRG), 39.1£2.6 {LOG],
36.3 4.6 (FRX) y 34.0+2, 1 {CLX),

Los valores CESO calcualados pira cada preparacién a partir da las curvas
dosis-respuesta (flg. 28) s muestren en la tabla 32, junto con los datos
obtenidos para HNF(PIl y HBPMIPI), en comparacién con los valores
proviamonte obtenidos para PPP. L& cantidades de las HBPM comarciales,
requeridas para obtener o BO% de ithibicidén de trombina, variaron desde
aproximadamante 1.1 a 2.5 veces la cantidad necesaria para obtener la misma

inhibicién por HNF,

V ALORES DE CES0 EN PPP Y PRP

PR P PPP PRP/PPP
I HNE (1) 167 0.33 5.1
HBPM (PI) .86 0.60 3.1
FRAGMIN 2.4-3 0.83 2.9
LOGIPARIN 2.26 0.92 2.5
FRAXIPARINA 3.4 1 1,37 2.5
CLEXANE 422 | 1.59 2.6

Tabla 32. Los resultados ind ican la comcentracion necesaria {ug/ml) de cada
una de las heparinas par producir 50% de inhibicién de trombina en PRP y
PPP. Los datos se han calcul ado en base al area de las curvas de trombina,
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La condicidn de paralelismo entre las rectas dosis-respuesta presentadas
en ol grafico de la fig. 28 indicaba un mecanismo de accién semejants para
todas las preparaciones. Esta condicién de paralelismo se demostré en un
andlisis de varianza (p>0.05}, calculdndose la potencia de cada una de las
HBPM comarciales frente a los patrones internacionales de HN¥ y HBPM, Estos
datos se presentan en la tabla 33. Frente al HNF(Pl}, LOG demostré ser el
material més potonte seguido de FRG, FRX y CLX. No se encontraron cambios

importantes cuando los mismos materiales se compararon frente al patrén
intarnacional de HBPM.

POTENCIAS RELATIVAS DE LAS HBPM EN EL ENSAYO DE GENERACION

DE TROMBINA

Frente a HNF(PI) Frente a HBPM(PI)
PPP PRP PPP PRP

HNF (PI) 100 100 - -
HBPM (Pl) 48.2 89.9 100 100
FRAGMIN 36.6 72.56 76.7 81.0
LOGIPARIN 36.6 75.2 76.6 84.0
FRAXIPARINA 22.0 47.6 45.B 53.1
ENE 18.8 39.8 38.6 44,2

Tabla 33. Potencias inhibitorias de generacién de trombina de las HBPM
comerciales, calculadas en términos de porcentaje frente al HNF{PI} y al
HMBPM(P]), en base al 4rea de la curva de trombina en el sistema de PRP, Se
incluyen asimismo, para su comparacién, los valores correspondientes a los
ensayos de generacién de trombina en PPP,

IV.6.6 Comparacién con el sistema de PPP en ausencia de F4P
Una concentracién de trombina més baja que en el caso de PPP se

obtuvo para el plasma control en el sistema de PRP, siendo el valor medio de
aproximadamente 40 Ul/ml. En ol caso de PPP {sec. IV.2) el pico de trombina
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variaba entre 5O y 70 Ul/ml, en ausencia de heparina, depsndiendo de los
distintos lotes de plasma utilizados. Por otro lado, la concentracién maxima de
trombina aparecia en PPP alrededor de 105 a 1356 segundos mientras que en
PRP esta fase, como se ha indicado ya, era més larga. Un sjemplo de estas
diferencias puede observarse en las curvas de generacién de trombina en PPP

y PRP que se recogen en la fig, 29,

Como so muestra en la misma figura, 1 ug/ml de HNF apenas producia
ningun efacto en PRP. Sin embargo, esa cantidad reducfa la generacién de
trombina dol plasma control en un 80% en PPP, ademas de producir un retraso
significativo on la aparicién del pico de trombina. Asi, para alcanzar un 50%
de inhibicién de trombina en PRP se requerfa una concentraciéon de HNF cinco

voces suparior a la necesaria en PPP (tabla 32).

Para las HBPM analizadas se encontraron también valores de CEBO més
olavados en el sistema de PRP que en PPP (de 2.5 a 3.1 veces), pero las
diferencias fueron mas pequeiias que las observadas para HNF. Asi, 2 ug de
HBPM, actividad inhibitoria equivalente a 1 yg de HNF {80%) cuando ambas
preparaciones se valoraron en PPP, produjeron aproximadamente un 60% de
inhibicién {tabla 30) al ser analizadas en un medio de PRP. Una situacion
similar se observé para las HBPM comerciales cuando se compararon a la
misma actividad bioldgica que la indicada. Por consiguients, cuando las
potencias de las HBPM se calcularon como porcentaje de la actividad del HNF
(P1), estimada como 100%, mostraron potencias mas glevadas en PRP que en

PPP (tabla 33), siendo de forma casi constante ol doble.
Cuando se analizan los valores CEBO {ug/ml plasma) observados en los

sistamas PRP y PPP, la relacién es diferente ala obtenida cuando se comparan
los valores de potencia. Las unidades CEB0 son una indicacién de la cantidad
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de HBPM necesaria para inhibir una misma actividad de trombina. Para
alcanzar este ofecto se necesitaron concentraciones de las HBPM que fueron
en PRP 2.5 a 3.6 veces las concentraciones requeridas en PPP, Es decir, que
aunque las HBPM fueron menos afectadas que HNF por la presencia de
plaquetas, existfa todavia un impacto significativo sobre las concentraciones

raqueridas para su actividad anticoagulants.
IV.5.7 Comparacién con el sistema de PPP en presencia de F4P

Distintos experimentos de generacién de trombina se realizaron
praviamente adicionando varias concentracionss de F4P(R) a PPP {sec. IV.4).
En aquellos experimentos en los que se utilizaron 14 ug de F4P(R), cantidad
necesaria para neutralizar toda la actividad anti-lla de 1 pg de HNF(PI), se
redujo la actividad inhibitoria de generacién de trombina de la HNF desde el
80% a alrededor de un 20%. Este nivel de neutralizacion es como puede
observarse en la tabla 34, similar al encontrado cuando se astudid la accién
de 1ug de HNF sobre PRP {78%).

GENERACION DE TROMBINA: PRP Y PPP-+F4P(R)

Heparina PRP PPP + F4P(R)
Hg/ml % % |
HNF(P) 1ug 78 82
HBPM(PI) 2ug 46 57
FRAGMIN 3ug 34 54
LOGIPARIN 3ug 37 44
FRAXIPARINA 4ug 44 65
CLEXANE Bug 40 51

Tabla 34. Porcentaje de trombina generada en PRP, con relacién al plasma
contro! {100%), en presencia de las concentraciones de heparina que
produclan la misma actividad biolégica en PPP. Se incluyen asimismo los
resultados obtenidos en el sistema de PPP tras afiadir 14 ug de F4P(R}.
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l.La misma concentracidn de F4P(R) tenia un efecto menor sobre
actividades biolégicas similares de las HBPM en el sistema PPP, encontrdndose
un rango de generacién de trombina residual de 34 a 46%. La tabla 34
muaestra una comparacidn de la generacién de trombina obtenida en los
sistemas do PRP y PPP més F4P(R), Esta comparacién informa para ambos
casos valores mas altos de inhibicién de generacion ds trombina por cada
HBPM que por ol HNF(PI}), pero hay también una tendencia del porcentaje de
inhibicién a ser mas elevado en PRP que en PPP més F4P. Parecen existir
mayores diferencias cuando los ensayos se realizaron en PPP afladiendo una
concentracién fija {14ug) de F4P(R), pero estas podrian ser posiblemente

oxplicadas por las variaciones intrinsacas de los ensayos.

IV.5.6 Correlacién de las Potencias Inhibitorias de Generacién de Trombina en
PRP y PPP y con las Actividades Anti-Xa y Anti-lla.

l.a tabla siguiente (tabla 35) muestra una comparacién de las potencias
rolativas de las HBPM comerciales en los sistemas de PPP y PRP, con las
actividades especlificas encontradas en ensayos amidolfticos anti-Xa y anti-lla,

calculadas frente a HNF (Pl).

En la soc. IV.2 (pdg. 119) se demostrd una alta correlacién (r=0,994,
p<0.001) entre ia inhibicién de generacion de trombina en PPP y la actividad
anti-lla. No se obtenfa sin embargo tan buena correlacion entre el mismo
sistoma y la actividad anti-Xa de aquéllas preparaciones. En el sistema de PRP
la correlacién con las actividades anti-lla es de orden inferior, r=0.80
(p=0.066), pero sorprendentemente aparece también una correlacién del
mismao orden entre los resultados de inhibicién de generacién de trombina en
PRP y los resultados de actividad anti-Xa, siendo el valor de r=0.784

(p=0.065).
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POTENCIAS RELATIVAS DE LAS HBPM EN ENSAYOS DE GENERACION DE
TROMBINA (PRP Y PPP) Y AMIDOLITICOS (ANTI-Xa Y ANTI-lla)

r FRENTE A HNF (Pi)
PPP PRP ANTI-Xa ANTI-lla
HNF(PI) 100 100 100 100
HBPM(PI) 48.2 89.9 87.0 34.7
FRAGMIN 36.6 72.5 67.4 30.0
LOGIPARIN 36.6 756.2 40.9 27.5
FRAXIPARINA 22.0 47.6 49.2 14.0
CLEXANE 18.8 39.8 50.8 12,9

Tabla 35. Comparacién de las potencias relativas de las HBPM en los ensayos
do anti-Xa, anti-lla y de generacién de trombina. Las actividades especfficas
anti-Xa y anti-lla de las HBPM se expresan en porcentaje de los valores de
actividad especifica del HNF{PI), en las dos columnas de la derecha. Las
potencias calculados en base a los resultados del 4rea bajo la curva de
trombina en los sistemas de PPP y PRP, se incluyen en las dos columnas a la
izquierda,

IV.5.7 Discusién

Sa ha sugerido que la diferencia entre la accion de las heparinas en PRP
y en PPP puede explicarse por la liberacion del material nsutralizante de
heparina en PRP, con toda probabilidad F4P, a partir de las plaquetas activadas
y que este material bloquearfa preferentemente el efecto de HNF. Los
experimentos racogidos en esta seccién, que presentan por primera vez datos
comparativos de HNF y de las HBPM comerciales en un sistema de generacion
de trombina en PRP, soportan esta hipdtesis: demuestran que HNF, a la misma
actividad biolégica que las HBPM en PPP, era capaz de producir una inhibicidn
de genaracién de trombina més baja que aquéllas en PRP. Por otro lado,
cuando las potencias de las HBPM analizadas en PRP, frente al HNF({PI}, se
compararon con los datos obtenidos en PPP, los valores relativos fueron de

forma constante el doble de los encontrados en &ste ultimo sistema. Esto

171



significa que todas las HBPM fuaron nsutralizadas en una proporcién similar
por F4P,

A diferencia de la situacién en el sistema de PPP, los coeficientes de
correlacién de la inhibicién de generacidén de trombina con las actividades anti-
Xa y anti-lta fueron los mismos para ambas actividades. Esto podrfa explicarss
porque en PRP los oligosacéridos de menor peso molecular, que tienen
Unicamente actividad anti-Xa, son més resistentes a la neutralizacién por F4P,
y por consiguiente llegan a ser mds influyentes en PRP que en PPP, tal como

fue sugorido por Hamker y Béguin (1992),

Es posible que aparte de estas observaciones, las principales diferencias
entre HNF y las HBPM se encuentren en sus propiedades farmacoldgicas.
Estudios do las actividades antitrombéticas de las 4 HBPM comerciales
investigadas, on un modelo de estasis venosa, se presentan en la seccién

siguienta.
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IV.6 ACTIVIDAD ANTITROMBOTICA DE HNF Y HBPM COMERCIALES

Los estudios mostrados hasta aqul en esta memoria soportan la
hipdtesis de que la actividad anti-lla de las HBPM, més que su actividad anti-
Xa, seria responsable de la inhibicién de generacién de trombina in vitro. El
objetivo de los experimentos que se describirdn en esta seccién, ha sido
investigar la relevancia de estos resultados para determinar el potencial
antitrombético de las HBPM comercialas, comparadas con HNF, utilizando un
modelo animal de trombosis venosa. Los resultados se han correlacionado con
la capacidad de cada material estudiado para interrumpir la generacién de
trombina an PPP y PRP y con sus actividades anti-Xa y anti-lla medidas por

sustratos cromogénicos,
IV.6.1 Curvas dosis-respuesta de HNF y de HBPM Comerciales

Para relacionar la prevencién del trombo con las distintas dosis de cada
matorial estudiado se utilizé un modelo Wassler de estasis modificado (ver
métodos p. 82). Un total de 130 conejos blancos Nueva Zelanda se utilizaron

a lo largo do la investigacién, Suero humano activado por caolin se utilizd

como estimulo trombogénico.

Como dosis de referencia para investigar la accién antitrombética en el
conoejo se escogieron los valores "CEBO" encontrados, para HNF y las HBPM,
on log ensayos in vitro de generacion de trombina, en PPP y PRP. Se utilizaron
ademés otras dosis, mas bajas o més altas que la equivalente a la "CEBO" en
PRP (tabla 36), a fin de establecer una curva dosis-respuesta para cada uno
de los materiales utilizados, a 10y 20 min. de sstasis. Las dosis "CEBO PPP"
y "CESO PRP" para administracién en el conejo (ug/kg de peso} se calcularon
multiplicando los valores obtenidos en los ensayos de generacién de trombina
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{tg/ml plasma) por el volumen de plasma por Kg de peso de conejo (40
mi/Kg). De la misma forma se calcularon las "dosis media y alta”, a partir de
concentraciones escogidas de los ensayos de generacién de trombina en

funcidén de los resultados observados con los valores "CEBO",

DOSIS DE HNF Y DE LAS HBPM ADMINISTRADAS EN EL MODELO DE
TROMBOSIS VENOSA EN EL CONEJO

"CESD PPP" Dosia "CE50 PRP" Dosis
_ Madia Alta
HNF (4°P}) 20 40,45,60 60 .
FHAGMIN 30 50 80 120,200
LOGIPARINA 38 50 80 120,180,240
FRAXIPARINA 55 : - 160 240,300,380
CLEXANE 60 : - 200 300,400,600

Tabla 36. Las dosis se expresan en ug/kg de peso de conejo. El término
"dosis media" se considerd para dosis entre los valores correspondientes a las
"CEBQ" en PPP y PRP. Cualquier dosis mds alta que los valores "CEB0" en
PRP fue denominada "dosis alta",

La primera dosis administrada de las HBPM, dosis "CEBO PPP"
oxtrapolada al volumen de plasma en el conejo, dié para todas las
preparaciones un 0% de prevencién de trombosis a 10 min, de estasis (tabla
37), lo que significa que en todos los animales se obtuvieron codgulos
completos. Este no fue el caso sin embargo para HNF, que a 20 ug/kg de peso
de conejo produjo un 40% de prevencion a 10 min. y un 20% de prevencién

a 20 min. de estasis.

La segunda dosis ensayada fue la concentracién equivalente a los
valores "CEBO PRP" en el conejo, que indujo la prevencién de trombosis
mostrada en la tabla 37 para HNF y las HBPM comerciales. Los datos de esta
tabla muestran que las curvas dosis-respuesta para HNF, a 10 y 20 min, de

astasis, 8o encuentran entre las dosis correspondientes a "CEBO PPP" y "CESO
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PRP". Para las HBPM se observd un efecto mucho menor que para HNF a 10
min., decreciendo de Fragmin a Clexane. Después de 20 min. de estasis
ninguna de las HBPM astudiadas, excepto Fragmin, fue capaz de producir

prevencién de trombosis .

PREVENCION DE TROMBOSIS

DOSIS HNF FRG LOG FRX CLX
molkg ,
10" | 200 { 10 [ 200 | 10" | 20 10° 20" 10 | 20
CE50 PPP 40 | 20| 0O 0 0 0 0 0 0 0
CES0 PRP 95 | 90 | 70 | 20 | 40 0 35 0 28 0

Tabla 37. Prevencién de trombosis (%) en el conejo, a 10 y 20 min. de
ostasis, obtenida al administrar dosis de HNF y HBPM, equivalentes a los
valores "CEBO PPP" Y "CE50 PRP".

Los eofectos diferentes de los cinco agentes antitrombdticos
investigados, a las distintas dosis estudiadas, pueden ser analizados en detalle
on las tablas 38 y 39. Los datos brutos sugieren que FRG y LOG fueron més
oficaces que FRX y CLX, en términos de peso, en el modelo animal estudiado:
miontras que 120 wg de FRG y LOG producian alrededor de 90% de
prevencién de trombosis a 10 min. de ostasis, se necesitaron 300 y 400
ug/Kg de peso de conejo de FRX y CLX respectivamente, para alcanzar una
prevencién similar. La misma estimacién puede hacerse a partir de las curvas
de dosis-respuesta antitrombética que se muestran en las fig. 30 y 31,

obtenidas con los datos de las tablas 38 y 39.

En resumen, la inhibicién de generacion de trombina in vitro a alrededor
dal 650 % de los valores control en PPP, fue insuficiente para inhibir trombosis
tras 10 min. de estasis en todos los materiales estudiados excepto para HNF.
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RESPUESTA ANTITROMBOTICA EN EL CONEJO TRAS LA ADMINISTRACION DE HNF Y HBPM COMERCIALES {10 min. estasis}

Dosis {pgikg) Trombos valorados Media Trombos Prevenciin Trombosis
N® de Coneios %
0 1 2 3 4
A. HNF (4° PI}
20 5 1 - 2 - 2 24 40
40 (5} - 4 - 1 - 1.4 65
45 {5} 3 2 - - - 0.4 a0
50 {5} 1 4 - - - 0.8 80
80 {5} 4 1 - - - 0.2 95
B. Fragmin
50 {5 - 3 - - 2 2.2 45
80 (5} 3 - 1 - 1 1.2 70
120 {5} 3 1 1 - - 0.6 85
200 {5) 4 1 - - - 0.2 95
C. Logiparin
50 (5} - - - 2 3 38 10
80 {5} 1 1 2 2.4 40
120 (5) 4 - - - 0.4 S0
180 (5) 5 - - - - 0 100
D. Fraxiparina{*}
160 ({5) - 1 1 2 1 2.6 35
240 (5) 2 1 1 - 1 1.4 65
300 (5) 2 2 - - - 0.5 87
380 {5} 5 - - - - 0 100
E. Clexane
200 (D) - 1 1 - 3 3.0 25
300 (5) 2 - 1 1 1 1.8 55
400 (5} 4 1 - - - 0.2 95
500 {5} 4 1 - - - 0.2 a5
M——_—u—u—u

=}

Tabla 38. Resultados encontrados en el segmento venoso ipsolateral, abierto tras 10 min, de estasis. La cifra entre paréntesis {5} indica el nimero de
coneios observados para cada dosis. 0 a 4 representan los valores de la escala en la que se analizé el efecto de trombosis. Las dosis que no causaron

prevencién de trombosis no se incluyeron en la curva dosis-respuesta. {*) En la dosis de 300 yg/kg se perdié la lectura de un segmento a 10 min.



RESPUESTA ANTITROMBOTICA EN EL CONEJO TRAS LA ADMINISTRACION DE HNF Y HBPM COMERCIALES {20 min. estasis)

Dosis {pg/kg} Trombos valorados Meadia Trombos Prevencién Trombosis
N° de Coneios %
4] 1 2 3 4
A. HNF {4° Pi)
20 11531 - - 2 - 3 3.2 20
40 {H) - - - - 5 4.0 ]
45 {5} - 1 2 1 1 2.4 40
50 {5} 2 1 - - 2 1.8 55
B0 5) 2 3 - - - 0.6 30
B. Fragmin
50 {5} - - - 1 4 3.8 5
80 {5} - 1 - 1 3 3.2 20
120 (5 - 2 - - 3 2.8 30
200 {5} 2 1 1 - 1 1.4 65
C. Logiparin {*)
50 {5) - - - - 5 4.0 0
80 {5} - - - 5 4.0 4]
120 {5} 1 - - 3 2.8 30
180 {B) 1 4 - - - 0.8 80
240 (B) 2 2 - - - 0.5 87
D. Fraxiparina
160 {5) - - - - 5 4.0 4]
240 (9} - - 1 - 4 3.6 10
300 (B} - - 3 1 1 2.6 35
380 {B) 2 - 1 - 1.0 75
E. Clexane
200 {5} - - - - 5 4.0 0
300 (B) - - - 1 4 3.8 5
400 (B} 2 1 - 1 i 1.6 60
500 (5} 1 ] 3 | - 1 - 12 70

—————eee]

Tabla 39. Resuitados encontrados en el segmento venoso contralateral, abierto tras 20 min. de estasis. La cifra entre paréntesis {5} indica el niimero de
conejos observados para cada dosis. O a 4 representan los valores de la escala en fa que se analizé el efecto de trombosis. Las dosis que no causaron
prevencién de trombosis, no se incluyeron en la curva dosisrespuesta. {*) En la dosis de 240 ug/kg se perdid la lectura de un segmento a 20 min.
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LLas dosis carrespondientes a los valores "CEBO" de generacién da trombina
aen PRP fueron suficientes para reducir trombosis en diferentes proporcionss
tras 10 min. de estasis, pero no después de 20 min., con la excepcién de

nuevo de HNF que prevenia trombosis completamente a esa dosis.

En cuanto alas proporcionas relativas de HNF y de las HBPM necesarias
para obtener un efecto antitromboético, puede observarse que una dosis de
HNF de 60 ug/Kg de peso de conejo inhibfa complstamente trombosis después
de 10 y 20 min. de astasis, Por el contrario, todas las HBPM investigadas
fueron claramente menos efectivas que HNF, en términos de peso, no
obsarvéndose a asa concentracién ninguna inhibicién de trombosis a 20 min.
doe estasis y solo alguna prevencién de trombosis a 10 min. en el caso de FRG
y LOG. No obstante, si las dosis de las distintas HBPM que produjeron méxima
pravencién de trombosis a 10 min, de estasis, se expresan en Ul de actividad
anti-lla, so observa que todas las preparaciones se mueven en un mMismo y
astrecho rango de actividad (tabla 40). Este hecho no ocurre cuando las

mismas dosis so axpresan en actividad anti-Xa, en cuyo caso esta actividad

varia mucho mds ampliamente.

DOSIS DE HNF Y HBPM COMERCIALES QUE PRODUJERON MAXIMA
PREVENCION DE TROMBOSIS: ACTIVIDADES ANTI-Xa Y ANTI-lla

(walkg) sXa (Ul/kg) alla {Ulikg)
HNF{4"Pl) 60 11.8 11.6
FRAGMIN 200 26.0 11.6
LOGIPARIN 180 14.2 9.5
FRAXIPARINA 380 36.1 10.3
CLEXANE 400 39.2 10.0
i o e —: o

Tabla 40. Dosis de HNF y HBPM administradas en el conejo (tg/kg) que
produjeron prevencién completa de trombosis a 10 min. de estasis, expresadas
on actividad anti-Xa y anti-lla para cada una de las preparaciones.
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IV.6.2 Potencia Antitrombdtica de las HBPM Comerciales

Diferencias significativas se manifestaron a primera vista para cada
agente antitrombdético, entre 10 y 20 min. de estasis: 120 ug de FRG y LOG
mostraban 90% de prevencién a 10 min, mientras que solo un 30 % de
prevencién se producla con la misma dosis a 20 min. Diferencias similares
fueron verdad para FRX y CLX, A pesar de estas observaciones, cuando se
realizé un andlisis de Iineas paralelas, con los datos de las tablas 38 y 39, para
determinar las diferentes potencias antitrombéticas de las HBPM comerciales,
por comparaciéon de sus curvas dosis-respuesta con la curva dosis-respuesta
de HNF, tomando la actividad de ésta como 100%, los resultados se

asncontraron en el mismo orden ya fuera a 10 ¢ 20 min. de estasis (tabla 41),

POTENCIAS ANTITROMBOTICAS DE LAS HBPM COMERCIALES.

10’ ESTASIS
Material Potencia | Intervalo de confianza *
HNF (4° Pl} 100 -
FRAGMIN 41,5 31.6 - 54.8
LOGIPARIN 33.3 24.8 - 43.7
FRAXIPARINA 16.1 11.4 - 20.0
CLEXANE 11.0 | 8.3-14.4 J
20 ESTASIS
Material Potencia Intervalo de confianza
HNF (4° Pl} 100 -
FRAGMIN 29.2 19.4 - 40,7
LOGIPARINA 30,6 21.1-46.,6
FRAXIPARINA 1.3 7.6-16.3
CLEXANE 9.b 6.4-13.8

Tabla 41. Valores de potencia de las HBPM, expresados en porcentaje frente
a HNF, obtenidos por andlisis de liheas paralelas a partir de las curvas dosis-
respuesta de prevencién de trombosis mostradas en las tablas 38 y 39 v figs.
30y 31. Se calculd el intervalo de confianza con fiabilidad de 95%.
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Las figuras 30 y 31 muestran evidencia del paralelismo, frente al patrén
internacional de HNF, de todas las curvas dosis-respuesta obtenidas para los
diferentes materiales, a 10 y 20 min. de estasis (p>0.05). Procede seiialar
asimismo la coincidencia del valor de 1a pendiente comtin de las curvas dosis-
rospuesta obtenidas a 10 y 20 min. de estasis {b=0.014)}, indicando que las
curvas dosis-respuesta observadas a 10 y 20 min. son paralelas entre sf, para
HNF y para cada una de las HBPM estudiadas, expresando un comportamiento

similar de cada uno de los materiales para ambos periodos de observacion.

L.a dosis media efectiva en el conajo (DEG0} se estimd también a partir
de los graficos mostrados en las fig. 30 y 31. Tal como se muestra en la tabla
42, para alcanzar 50% de prevencién de trombosis a 20 min. de estasis se
necesitd, con la excepcién de FRG, una cantidad de heparina préxima al doble
do la cantidad que producfa la misma prevencién a 10 min. Un mayor perfodo
de estasis representaba por consiguiente un mayor desaflo trombogénico y
requorfa la supresién de generacién de trombina en mayor extensién,
necesitando consecuentemente mayores cantidades de HNF y de las HBPM
para su inhibicién, Esto explicarfa el encuentro de potencias similares para los

dos distintos perfodos de observacion.

DEBO {(ug/Kg)

10 20’ 20°'/10°
HNF {4° Pl) 26.3 39.8 1.6
FRAGMIN 52.8 165.1 2.9
LOGIPARIN 86.0 146.4 1.7
FRAXIPARINA 194.3 323.0 1.7
CLEXANE 271.7 40b.4 1.6

Tabia 42. Dosis de HNF y HBPM (ug/kg de peso de conejo) que produjeron un
50% de prevencién de trombosis, a 10y 20 min. de estasis.
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IV.6.3 Correlacién con la Actividad Inhibitoria de Generacién de Trombina

Para valorar la relacion entre inhibicién de la formacién del trombo en el
modelo animal e inhibicién de generacién de trombina en PPP y PRP, sa
compararon las potencias relativas de las HBPM frente a HNF, en los tres

sistemas de ensayo (tabla 43).

POTENCIAS RELATIVAS DE HBPM COMERCIALES FRENTE A HNF

Inhibicidn de Generacién Trombina Prevancién de Trombaosis
PPP PRP 10’ 20’
HNF {4° PI) 100 100 100 100
FRAGMIN 37 73 41 29
LOGIPARIN 37 75 33 31
FRAXIPARINA 22 48 15 "
CLEXANE 19 40 1M 9.5

Tabla 43. Los detos se expresan en porcentaje frente a la actividad de HNF,
estimada como 100%.

Sa encontré una excelente correlacién entre inhibicidn de generacién de
trombina en PPP y el grado de inhibicidn de la formacién del trombo tras 10
min. y 20 min. de estasis, con valores de r=0.981 {(p=0.019) y r=0.987
{p=0.013) respectivamente. Buena correlacion se encontrd asimismo cuando
so estimaron las potencias relativas de las HBPM en PRP, con valores de
r=0.960 (p=0.04) y 0.991 {r=0.009) para 10 y 20 min. de astasis. Como
puede observarsa en la tabla 43, las potencias relativas de las HBPM en PRP,
fueron aproximadamente dos veces las carrespondientes obtenidas en PPP,
Esta diferencia se explicdé en el capltulo anterior a causa de la menor

neutralizacién de las HBPM por F4P, en comparacién con HNF,

Por consiguiente, el grado de inhibicién de la generacion de trombina in
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vitro demostré ser un buen [ndice del potencial antitrombdtico en estos
axperimentos. Basados en estos resultados, la capacidad de inhibir la
gaeneracién de trombina proveerfa un Indice fiabla in vitro para estimar posibles

efectos antitrombdticos de glicosaminoglicanos.
IV.6.4 Correlacion con las Actividades Anticoagulantes Anti-Xa y Anti-lla

Se investigd también la relacién entre accién antitromboética y
actividades anticoagulantes obtenidas en los ensayos anti-Xa y anti-lla por
sustratos cromogénicos. De nuevo, las actividades anti-lla in vitro
corrolacionaron muy bien con las actividades antitrombéticas de las HBPM a
10 min., r=0.992 (p =0.008), y 20 min. de estasis, r=0.982 (p=0.018). Es
interesante observar que cuando las dosis de HNF y de las HBPM
administradas en ol modelo de trombosis venosa en el conejo, se expresaron
en actividad anti-lla (tabla 44), ocurrfa que estas actividades eran similares
para las 4 HBPM estudiadas. Debe recordarse asimismo que 11.6 Ul anti-lla,
equivalentes a 60 g de HNF, inhiblan trombosis completamente, y lo mismo

ocurrfa con los otros materiales cuando una similar actividad anti-lla fue

inyectada,

ACTIVIDADES ANTI-lla DE HNF Y HBPM COMERCIALES ADMINISTRADAS
" EN EL MODELO DE TROMBOSIS VENOSA EN EL CONEJO

ACTIVIDAD ANTI-lla

_ CEGO PPP Dosls Madia CES0 PRP Dosis Alta
HNF {47 PI) 3.9 7.7,8.7,9.9 11.6 -
FRAGMIN 1.7 2.9 4.6 7.0,11.8
LOGIPARIN 1.8 2.6 4.2 6.4,9.5,12.7
FRAXIPARINA 1.5 - 4.3 6.5,8.1,10.3
CLEXANE 1.5 . 5.0 7.5,10.0,12.%

L e

Tabla 44. Actividades anti-lla correspondientes a las dosis administradas en
ol conajo {ver tabla 36), expresadas en Ul/kg de peso de consjo.
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En contraste se encontrd una falta de correlacién entre actividad anti-Xa
e inhibicion de trombosis, siendo los coeficientes de correlacién de r=0.425
(p=0.676) v r=0.143 (p=0.857), para 10 y 20 min. de estasis. Las
actividades anti-Xa correspondientes a las dosis de HNF y de las HBPM
administradas sn el conejo, no mostraron ninguna relacién aparente en cuanto

a su efocto antitrombdtico.
IV.6.5 Actividades BiolGgicas an el Conejo

Las actividades bioldgicas en el plasma del conejo, correspondientes a
los valores DEBO obtenidos a partir de los gréficos de las figuras 30 y 31, se
calcularon en unidades intsrnacionales anti-Xa y anti-lla por m! de plasma de
consjo y en porcentaje de trombina que serfa generada en los sistemas PPP y
PRP (tabla 46). Estos parametros podfan dar alguna informacién relevante
acerca de qué se nocesita en la sangre del conejo para prevenir trombosis.
Para las dos diferentes situaciones analizadas, 10 y 20 min. de estasis, las
actividades anti-lla y el porcentaje de trombina generado en PPP fueron
bastante similares para toaos los materiales investigados, inclufda HNF. Las
actividades anti-Xa, sin embargo, cubrfan un amplio rango de dispersién.

Alguna critica puede hacerse scbre la interproetacién de los valores
DEBO, en los graficos de generacion de trombina obtenidos en PPP y PRP, para
encontrar el correspondiente porcentaje de trombina generada en ol plasma de
conejo, a la particular concentracién de los diferentes materiales estudiados,
Sin embargo, aunque las actividades relativas pueden ser diferentes en plasma
de conejo y en plasma humano, ésta era la mejor aproximacién y la unica
posible con los datos disponibles en esta fase de la investigacién. Para una
més precisa valoracién, han de estudiarse las actividades anticoagulantes en

muestras ex-vivo, tomadas a diferentes intervalos en el conejo.
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ACTIVIDADES DE HNF (4°Pl) Y DE HBPM COMERCIALES EN EL CONEJO

al 10* ESTASIS
DESQ Anti-Xa Antl-lla % Inhibicién de
Generacidn de
Trombina
Halkg palml Ul/mi Ul/mil PPP PRP
HNF {4° Pl 26.3 0.66 0.13 0.13 73.0 0.7
FRAGMIN 52.8 1.32 017 0.08 66.2 17.3
LOGIPARIN 85.0 212 017 0.11 76.5 46.6
FRAXIPARINA 194.3 4.86 0.46 0.13 82.4 66.8
CLEXANE 271.7 6.79 0.67 0.17 83.6 71.3
b) 20" ESTASIS
DESO Antl-Xa Anti-ila % Inhibicién de
Generaclén de
_ Trombina
FInLTY) pgiml U/l Uliml PPP PRP
HNF (4° Pl} 39.8 1.0 0.19 0.19 81.2 22.2
FRAGMIN 1551 3.9 0.50 0.22 86.2 75.4
LOGIPARIN 146.4 3.7 0.29 0.19 86.4 75.8
FRAXIPARINA 323.0 8.1 0.77 0.22 88.3 90.2
CLEXANE 405.4 10.1 0.99 0.25 87.9 89.2

Tabla 45. Correspondencia de los valores DEGO {ug/kg de peso de conejo} en
ol plasma del conejo, expresados en ug/ml; en Ul de actividad anti-Xa y anti-lla
y coma porcentaje de inhibicién de la trombina generada en prasencia de las

dosis rofaeridas.

IV.6.6 Discusién

En el modelo animal utilizado, la actividad antitrombdtica de las

heparinas estudiadas fue dependiente de la dosis y se alcanzd la prevencién

completa de trombosis con la misma actividad anti-lla para todos los

materialos astudiados, incluida HNF.

A la luz de los datos mostrados, las actividades anti-Xa in vitro no eran

un buen prondstico de la accién antitrombética de las HBPM, Sin embargo, las
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actividades anti-lla asl como de inhibicién de generacién de trombina in vitro,
correlacionaban bien con el efecto antitrombd&tico de las HBPM investigadas,

al menos en 8l modelo animal estudiado.

A causa de que el F4P neutraliza las HBPM en menor proporcién que
la HNF, se ha sugerido que sus actividades relativas podfan ser bastante
diferentes en una situacién donde hubiera una extensa actividad de plaquetas.
Aunque so encontrd una relacién de factor 2 para las potencias relativas
PRP/PPP de las HBPM estudiadas, no pudo probarse influencia de la activacion
de plaquetas vy liberacién de F4P sobre su accidn antitrombdtica, en estos
experimantos, Cuando se comparaban frente a HNF, la inhibicién de
generacién de trombina por las HBPM en PPP, mas bien que PRP (tabla 43),
mostraba la mas estrecha ralacién con las actividades antitrombéticas in vivo.
El hecho de que las dosis "CEBO en PPP" no fueran efectivas y las dosis
"CEBO an PRP" fusran més eficaces, podfa indicar alguna implicacién de las
plaquetas pero los datos recogidos en la misma tabla musestran que este papel
as probablements no relavante in vivo y no pueden explicar el éxito tera-
péutico da las HBPM frente a HNF al menos en el modelo animal sstudiado,
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V. DISCUSION GENERAL

Estudios recientes de los grupos de Ofosu et al. {1987, 1989) y Hemker
ot al. {Hemker, 1987; Béguin et al., 1988; Pieters y Lindhout, 1988}, han
puesto de manifiesto que la capacidad global de HNF y de HBPM para inhibir
fa goneraciéon de trombina en plasma es principalmente mediada por la
inhibicién de la trombina generada, en particular, via inhibicién de los
"faadback loops" de trombina; esto es, de la activacién de los factores V y
VIil. Se ha indicado también que algunas HBPM son inhibidores mucho menos
ofoctivos de generacién de trombina que HNF, a pesar de su relativamente alta
actividad antl-Xa (Hemker, 1987).

Uno do los objetivos de nuestro estudio fue valorar la capacidad de las
HBPM, disponibles en clinica, para inhibir la generacién de trombina en el
sistoma intrinseco, en comparacién con HNF, Utilizando un sistema de ensayo
diferente del de Béguin et al. (1988}, encontramos esencialments resultados
similaros, requiriéndose concentracionas de las HBPM mas elevadas que de
HNF para producir una actividad biol6gica equivalente. Sin embargo, existen
considerables diferencias entre las distintas HBPM, con valores de CE50 que
se mueven en un rango de 0.6 a 1.6 ug/mi, en comparacién con los 0.33
pg/iml para HNF (tabla 11, seccion IV.2). Estas diferancias puedan ser
ampliamente explicadas por las existentes en la actividad anti-lla de las HBPM
(tabla 6, seccion IV.1). La casi exacta correlacion entre estas dos medidas, de
inhibicién de generacidn de trombina y de actividad anti-lla (sec. V.2, pag.
108) sugioere la importancia de |a inhibicién de trombina en la inhibicién de la
generacién de trombina, No prueba, sin embargo, una relacién causal ya que
s posible que otras propiedades no medidas en este estudio, p.e. inhibicion

de factor IXa, puedan tambien estar involucradas en la inhibicién de

genaracién de trombina.
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Considerando la prediccion de la actividad antitrombética in vivo, la
inhibicién de generacién de trombina en PPP parece un (ndice pobre, ya que
las HBPM son altamente efectivas en la profilaxis de TVP, en dosis mucho
menoroas que las de HNF, y las dosis comparativas de los distintos productos
{sec. 1.8, tabla 2) no parecen correlacionar con sus CE50 en este sistema de
ansayo. Existen dos posibles razones para ello. La primara y més importante
sorfa la difarancia entre HNF y las HBPM, en cuanto a su farmacocinética. Asf,
la mejorada biodisponibilidad y mayor semivida biolégica de las HBPM permite
una dosificacién y frocuencia més reducidas. La segunda posibilidad es que las
plaquetas pudieran influenciar |las actividades relativas de HNF y de las HBPM
a causa de su diferente reactividad con F4P, segun sugiri6 Hemker {1987),
sobre la base de estudios de generacién da trombina en presencia de

plaquetas. Este hacho motivé otro de los objetivos del presente estudio.

Aungue s ha informado la interaccidn de oligosacaridos individuales
con F4P (Lane et al., 1984, 1986), no se ha realizado un estudio comparativo
de los ofectos do F4P sobre las HBPM disponibles comercialments, en un
sistama de generacién de trombina. Es por ello que en el presente trabajo se
investigaron las capacidades de los materiales referidos para inhibir ganeracion
de trombina en PPP, en presencia de F4P. Inicialmente se escogid una
concentracién de F4P que inhibia toda la actividad anti-lla de HNF. Sin
embargo, a pesar del hecho de que todas las moléculas con actividad anti-lla
fueron neutralizadas, un 20% de actividad inhibitoria permanecia sin
neutralizar en el ensayo de generacién de trombina (fig. 19 y tabla 2B, sec.
IV.4), Esta dicotomia fue mucho més aparente en las HBPM, las cuales
mostraron un menor grado de neutralizacién en el ensayo de generacién de
trombina que en los ensayos anti-lla: para CLX y LOG la discrepancia en el

porcentaje de neutralizacién fue mas del doble {fig. 19; tabla 25, sec. IV.4),
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Se examiné la posibilidad de que los diferentes grados de neutralizaci6n
pudieran estar relacionados con diferencias en las condiciones de ensayo,
habiéndose realizado los ensayos anti-lla con ATl purificada y en ausencia de
calcio, mientras que la generaciéon de trombina se midié en PPP al que se
afadié CaCl,. Para LOG, la sustitucién de ATII por plasma desfibrinado
reducfa al grado de neutralizacién de actividad anti-lla, de 70% a 45%, valor
§ste mds prdximo al obtenido en el sistema da generacién de trombina {34 %].
Sin embargo, la sustitucién de ATHI por plasma, no producfa diferencias en el
grado de nautralizacion de la actividad anti-lla de HNF y las otras HBPM por
F4P, Do igual manera, la adicién de CaCl, no tenfa efecto sobre el grado de

neutralizacién de la actividad anti-lla de ninguna de las varias heparinas,

Por consiguiente, parece ser que una porcién de la actividad inhibitoria
de generacién de trombina de las HBPM serfa debida a su actividad anti-Xa,
que as monos facilmonte neutralizada por el F4P. Datos similares sobre la
actividad anti-Xa fueron demostrados por Holmer y Soderstrom (1983} y
Harenberg et al, {19886) con protamina. Por otro lada, en el curso de nuaestra
investigacién, Schoen et al. {1991) publicaron los resultados de sus estudios
de neutralizacién sobre las actividades anti-lla y anti-Xa de HNF, HBPM {Pi} y
dos MBPM comerciales. Encontraron que, mientras todas las actividades anti-
Ha podian ser fécilmente neutralizadas, las actividades anti-Xa de las HBPM
podian dividirse en tres grupos: uno neutralizade tan facilmente como la
actividad anti-lla y que suponia aproximadamente el 50% del total; el segundo,
alradedor del 36-60% del total, requeria un exceso de F4F; y el tercero, que
ora totalmente resistente a la neutralizacién por FAP, Estos datos ayudan a
explicar los resultados de neutralizacién por F4P presentados en esta memoria,

an los diferentes sistemas de ensayo.

El hecho de que toda la actividad inhibitoria en el ensayo de generacion
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de trombina pusada ser neutralizada por una suficiente alta concentracién de
F4P, incluso permaneciendo una actividad anti-Xa sustancial, indica que el
tercer grupo de actividad anti-Xa, que probablemente consiste de moléculas
por debajo de 12 sacéridos {Lane et al., 1984}, no produce contribucidn
alguna an la inhibicion de generacién de trombina. Sin embargo, puesto que
las moldculas en el primer grupo de actividad anti-Xa coinciden con aguéllas
que tienan actividad anti-lla y son fécilmente neutralizadas por F4P, los
resultados que se presentan sugieren que las moléculas en el segundo grupo
de actividad anti-Xa, que son més resistentes a F4P, presentan una
contribucidn sustancial en la inhibicidn de generacidon de trombina por las
HBPM. Estudios sobre oligosacéridos individuales, realizados por Lane et al.

{1984), indican que astas moléculas podrlan contener entre 12 y 18 sacéridos.

Otra raz6n para explicar el hacho de que la inhibicién de generacién de
trombina sea menos neutralizada por F4P cuando se utilizan las HBPM que con
HNF, os simplomente las més altas concentraciones de las HBPM que se
roequieren para alcanzar el mismo efecto (tabla 11, seccién 1V.2). Considerando
también las mayores concentraciones molares de las HBPM, comparadas a
pesos equivalontes con HNF, el nimero de moléculas necesario para producir
una actividad biolégica semejante, seré al menos seis veces superior para las
HBPM que para HNF. Se ha demostrado que una molécula de FAP puede unir
dos moldculas de heparina por debajo de un peso molecular de 9000 (Bock et
al., 1980). Por consiguients, puede anticiparse que la neutralizacién de la
inhibicién de gonaracién de trombina requerird al menos tres veces més de F4P
para noutralizar las HBPM que para hacerlo con HNF, y esto es lo que se

observa en los resultados que se presentan en esta memoria (fig. 19, sec,

V. 4).

Globalmente, los resultados referidos confirman los encontrados por
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Ofosu et al. (1987) y Béguin et al. {1988), y expresan que la inhibicién de la
geaneracion de trombina en PPP por HNF y las HBPM correlaciona muy bien con
sus actividades anti-lla. No obstante, los resultados en presencia de F4P
indican que una porcién de su actividad anti-Xa, que es mads resistente a la
noutralizacién por F4P, también contribuye a la inhibicién de gensracién de
trombina; esta porcién es més elevada para la mayoria de las HBPM que para
HNF y podria ser particularmente importante /in vive, en condicionas en las que

as probable que tenga lugar la activacién de plaquetas .

Las concentraciones de las HBPM requeridas para inhibir la generacién
de trombina fueron de 2 a b veces superiores a la concentracién de HNF en
PPP, y en consacuoncia la neutralizacién de su actividad por F4P en este
sistoma es mucho menor que la de HNF, a la misma actividad biol6gica. Esta
diferencia puade contribuir al éxito terapeGtico de las HBPM en situaciones en
las que ocurra un bajo grado de activacién de plaquetas. No obstante,
nuestros resultados muestran que cuando se alcanza una concentracién
suficientemente alta do F4P, la actividad inhibitoria de las HBPM en el sistema

de genaraclén de trombina, como sucede con HNF, puade ser completamente

nautralizada.

Es posible que otras interacciones de las heparinas con las plaquetas in
vivo puedan ser importantes, asi como con F4P, por lo que se realizaron
estudios subsiguientes de las actividades de las HBPM en plasma rico en

plaquatas. Este aspecto constituyd otro de los objetivos del presente trabajo.

Se ha domostrado que HNF(PI}, a la concentracién que inhibfa casi
completamaente la generacién de trombina en PPP {1 wg/ml o 0.19 Ui/ml),
apenas influenciaba la cantidad de trombina formada en PRP. Sin embargo,

2 ug de HBPMIPI), actividad inhibitoria (80%) equivalente a 1 g de HNF
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cuando ambas preparaciones se valoraron en PPP, producian aproximadamente
un 50% de inhibicién de la trombina generada en un medio de PRP. Es
interesante subrayar que estos efectos anticoagulantes diferentes, de 1 ug de
HNF y 2 ug de HBPM sobre PRP, se encontraron también cuando 14 ug de
F4P se adicionaron a PPP, indicando que la principal accién neutralizante de
las plaquoetas es asl debida al F4P,

L.os resultados que se presentan son, a bajas concentraciones de HNF,
an principio similares a los descritos por Béguin et al. {1989}, Estos autores
ancontraron qua concentracionss de 0.1 Ul/ml (0.6 wug/ml), que podlan
sustancialmente inhibir generacién de trombina en PPP, apenas eran efectivas
an PRP. Sin embargo, el principal efecto que detectaron dichos investigadores
al incrementar las concentraciones de heparina a 0.3 Ul/ml, fue una
prolongacién sustancial de la fase de retraso antes del desarrollo de trombina,
pasando de 4 minutos a alrededor da 20 minutos y no déndose practicamente
inhibicién de la cantidad de trombina generada. Incluso a 0.5 Ul/ml de HNF,
se producla solamente un 20 % de inhibicién de la concentracion del pico de
trombina. Por el contrario, en nuestros resultados (tabla 29, sec.IV.54),
incrementando la concentracién de HNF a 0.3 Ul/ml (1.8 pg/ml), se obtenfa un
50% de inhibicién de la cantidad de trombina generada, y a 0.5 Uliml (3
ug/ml) aparecfa un 80% de inhibicién: existfa ademds una prolongacién

marginal de la fase de retraso del desarrotlo de trombina, a un méximo de 5

minutos.

La principal diferencia entre los dos sistemas radica en que Béguin et al.
{1989) utilizaron tromboplastina dilulda para estimular la generacion de
trombina, mientras que en los resultados que se recogen an esta memoria se
utilizé una activacién por contacto con vidrio, en ausencla de tromboplastina.

El efocto més sobresaliente de tromboplastina en PRP serfa reducir la fase de
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rotraso de generacidn de trombina, debido a la generaciéon de pequefias
cantidades de trombina que activan las plaquetas para producir fosfollpido
procoagulante; la accién de la heparina es inhibir estas primeras trazas de
trombina. Parece diflcil explicar por lo tanto la marcada falta de efecto de HNF,
observada en PRP por los investigadores mencionados, tnicamente en
términos de neutralizacién de la heparina por F4P,. Si es verdad que 1 ml de
PRP puede generar suficiente F4P para neutralizar 0.5 Ul/ml de HNF, se
debiera esperar una similar falta de efecto en nuestro sistema de PRP; sin
embargo, a 0.5 Ul/mt se encontréd un 80% de inhibicién de generacién de
trombina (fig. 22 y 29, tabla 29, sec. IV.2).

Una posible explicacién de estas diferencias descansa en la capacidad
neutrelizante de heparina por tromboplastina, como se describié originalmente
por Gomperts et al. {1978). Es posible que heparina y tromboplastina actten
como antagonistas mutuos, de forma que la heparina neutralice la
tromboplastina causando un retraso en la generacion de trombina, y la
tromboplastina neutralice la heparina de forma tal que no haya inhibicién de

trombina una vez que dsta se forma.

Hemker (1987) indicé que las HBPM pueden inhibir la generacion de
trombina en PRP, y aunque no se daban datos en su publicacién, se indicaba
que el efecto neutralizante de plaquetas sobre heparina podia ser menor para
las HBPM que para HNF. Los resultados obtenidos en el presente trabajo
confirman asta suposicién, y proveen datos cuantitativos que informan que las

potencias de HBPM, relativas a HNE, son aproximadamente 2 veces superiores

en PRP que en PPP (tabla 33, sec. IV.5).

El hecho de que las potencias relativas de todas las HBPM, cbtenidas

an PRP frante a HNF, fueran de forma constante dos veces superiores a
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aquellas de PPP, significa que todas las HBPM se nsutralizan en una
proporcion similar por F4P. Los valores de inhibicién mAas elevados de las
HBPM an PRP que en PPP+F4P (tabla 34, sec.IV.b) podfan indicar alguna
implicacidn adicional de las plaquetas enteras, pero los datos en la tabla
muestran que estas diferancias son bastante menores. Los valores de CEBQ,
que son una indicacion de la cantidad de heparina necesaria para inhibir una
misma cantidad de trombina, resultaban en PRP alrededor de 3 veces
superiores a los encontrados en PPP, pero b veces en el caso de HNF. Es
decir, que todas las HBPM fueron menos afectadas que HNF por la presencia
de plaquotas, aunque hay aln un impacto significativo sobre las

concentraciones requeridas para su actividad anticoagulante.,

l.as potencias relativas de las HBPM en PRP valoradas frente a HNF, se
compararon también con las actividades especificas obtenidas para los mismos
materialos on ensayos amidollticos de actividad anti-Xa vy anti-lla. A diferencia
de la situacién con PPP, donde las actividades anti-lla dieron una mejor
corralacién con la inhibicién de generacién de trombina que las actividades
anti-Xa, los coeficientes de correlacién con PRP fueron aproximadamente los
mismos para los ensayos anti-lla que para los ensayos anti-Xa. Esto es
probablemente debido a que en PRP los oligosacéridos de peso molecular mas
slovado, que tisnen mayor actividad anti-lia, son también los mas faciimente
neutralizados por F4P; los oligosacéridos mas pequefios, con actividad anti-Xa
solamenta, son mas resistentes a la neutralizacion por F4P {Lane at al., 1984),

y por consiguiente liegan a ser més influyentes en PRP que en PPP, como

sugirieron Hemker y Béguin (1992).

En resumen, a causa de que el F4P neutraliza menos las HBPM que la
HNE, se considerd que sus actividades relativas podian ser bastante diferentes

an una situacion donde hubiera extensa activacién de plaquetas. Sin embargo,
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ol papel de las plaquetas en la patogénesis de la trombosis venosa, como
opuesto a la trombosis arterial, es relativamente menor {Thomas, 1984} vy la
significacion de estos descubrimientos en la situacién in vivo as incierta. Es
posible que aparte de las observaciones indicadas, las principales diferencias
entre HNF vy las HBPM se encuentren, probablemente, en sus propiedades

farmacolggicas.

Los resultados de los estudios de accidén antitrombdtica en conejos que
s0 presentan en esta memoria muestran por vez primera datos comparativos,
on ol mismo modelo animal, de la eficacia antitrombética de las cuatro
principalos HBPM disponibles comercialmente. Se utilizé una modificacién del
modaelo cldsico de ostasis do Wessler, en la que la extensién de trombosis se
ovalud despuds de 20 min. de estasis, ademés de los 10 min. establecidos en
ol modelo original. Thomas et al. {1989b) mostraron que 20 min. de estasis
producfan un desafio trombogénico més severo, y por ello requerfan dosis més
olovadas de HBPM(PI) para alcanzar un sefecto antitrombético. Los resultados
prasontados en esta memoria, como se muestra en la tabla 42 (seccién IV.6),
confirman y amplian los encontrados por Thomas et al. Los valores DEBO a 20
min. de estasis fusron més alevados que los obtenidos a 10 min. de estasis
para todas las HBPM analizadas, as( como para HNF. La relacién entre las
DEBO, a 10 y 20 min, de estasis, fue mas bien similar para todas las heparinas

{rango 1.6 a 1.8), excepto para FRG, en la que se obtuvo un valor de 2.9, no

conociéndose la razén para esta diferencia.

A partir de los valores de DEBO en uglkg de peso de conejo, y un
volumen de plasma asumido para el conejo de 40 ml/kg, se pudieron calcular
las actividades anticoagulantes asociadas con el efecto antitrombdtico, en los
distintos sistemas de ensayo (anti-Xa, anti-lla e inhibicién de generacién de
trombina). A partir de estos célculos (tabla 45, sec. IV,6) pudo observarse que
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ol 50% de inhibicién de trombosis se asociaba con niveles similares de
inhibicién de generacion de trombina en PPP semejantes para todas las
preparaciones; 66-84 % para 10 min. de estasis y 81-88 % para 20 min. de
estasis. Sin embargo debe reconocerse que ssto estd basado sobre una
asuncion de 100 % de recuperacion en la circulacién, y sobre datos obtenidos
con plasma humano. Los valores reales de inhibicién de generacidn de
trombina en el plasma de conejo pueden ser diferentes. Algunos datos
preliminares sobre la inhibicién de generacién de trombina en muestras de
plasma, tomadas de los conejos utilizados en los experimentos de trombosis
quoe se describen, se han obtenido por la Dra. Gray en el NIBSC {comunicacidn
porsonal). Estos datos indican que la inhibicién de generacidon de trombina
corraspondiente a los valores DEBO a 10 min. de estasis fue alrededor de 30-
5O %, es decir de alguna forma inferiores a los valores calculados. Sin
embargo, para los valores DEBO a 20 min. de estasis, los valores encontrados
on ol plasma de consejo se encontraban fundamentalmente en ei rango
calculado, esto es, en torno al 80-90 %. Globalmente, parece que hay una
relacién entre el grado de inhibicién de trombosis a 10 min. de estasis y sl
grado de inhibicién de generacién de trombina de las HBPM, mientras que con
un mayor desafio trombogénico de 20 min. de estasis, se requerfa un grado

de inhibicién mayor de generacién de trombina para producir un efecto

antitrombdtico.

Cuando las potencias antitrombéticas de las HBPM se compararon con
sus actividades anticoagulantes en los ensayos clésicos, como se indica en la
tabla 45 (sec. IV.8), fue evidents que el 50 % de |a actividad antitrombética
estaba asociada con valores muy similares de actividad anti-lla para todas las
haparinas, mientras que las actividades anti-Xa cubrieron un amplio rango de
dispersién, Esta diferencia en correlacién de las actividades antitrombéticas

con los dos sistamas anticoagulantes se confirmé por los cosficientes de
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correlacion de r=0.992 (p=0.008) a 10 min, de sstasis y r=0.982
(p=0.018) a 20 min de estasis, para la actividad anti-lla, y r=0.4256
(p=0.875) vy r=0.143 {p=0.857) para la prevencién de trombosis a 10 y 20
min de estasis comparada con la actividad anti-Xa. Serfa interesante comparar
los niveles de sangre calculados y asociados con la actividad antitrombdtica
en el conejo con los encontrados en pacientes a los que se administran dosis
antitrombéticas de HBPM para la prevenciéon de TVP. Sin embargo tales
comparacionos son dificiles de hacer ya que en muchos ensayos clinicos los
niveles de sangre no se recogen, e incluso cuando éstos se miden lo han sido
generalmente solo en términos de actividad anti-Xa. Los datos de Thomas y
Marton (1982) muestran que cuando las dosis antitrombéticas de una HBPM,
Fraxiparina, se administré subcuténeamente a voluntarios sanos, los niveles
méximos en sangre por APTT, que astén estrechamente relacionados con la
actividad anti-Ha, fueron aproximadamente 0.06 Ul/ml. Este valor es
considerablomente més bajo que los valores anti-lla encontrados en la presente
investigacién, incluso considerando las actividades antitromboéticas mds bajas
do DESO a 10 min. de estasis (tabla 45, sec, |V.6). Es posible que, como en
el caso de genaeracién de trombina, los valores reales de actividad anti-lla que
se oncontrarfan en ol conejo puedan ser inferiores a los calculados. Sin
embargo, aun teniendo en cuenta esto, parece probable que el astimulo
trombogénico asociado con la aparicion de TVP en los seres humanos sea
inferior al utilizado en los experimentos en el conejo, y por ello las acciones
antitromboticas de HNF y de HBPM pueden alcanzarse con niveles inferiores

an sangre.

Amar ot al. (1990), informaron que las potencias antitrombdticas
rolativas de HNF y HBPM en el modelo de ostasis de Wessler eran
dependientes de la naturaleza del estimulo de trombosis. Estos autores

encontraron una buena corralacion entre acciones antitrombéticas y actividad
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anti-lla cuando utilizaron tromboplastina como estimulo trombogénico. Sin
embargo, cuando se utilizd suero humano, las actividades anti-Xa se
maostraron mas importantes.

Aunque en los estudios efectuados en el trabajo que se presenta se
utilizé suero humano, no se encontrd correlacidn entre las potencias
antitrombdticas y la actividad anti-Xa, De esta manera, nuestros resultados
parecen contradecir l0s obtenidos por Amar et al.,, 1990, La principal razdn
para ello es, muy probablemente, las diferencias técnicas en el modelo animal
estudiado. Tal como ya indicaron los autores mencionados, puede encontrarse
quo, dependiendo de los grupos de estudio, un mismo componente, como el
pantasacdrido, presente amplias diferencias en actividad antitrombética en el
modelo do estasis de Wessler. En este sentido, en el modelo experimental
utilizado por los citados investigadores, la dosis de suero humano empleada
como estimulo trombogénico fue de 0.75 mi/kg, lo que es casi la mitad de la
cantidad de suero que ha sido utilizado en los experimentos recogidos en esta
moemoria, asl como en al modelo original descrito por Wessler (1959). Es decir,
ol desaffo trombogénico en el estudio de Amar et al. (1990) era mas bajo,
requiriendo una dosis inferior de HBPM para alcanzar un efecto antitrombético.
La DEGO do FRX en el referido estudio, utilizando 16 minutos de estasis, podia
pstimarse en aproximadamente 70 ug/kg, mientras que en nuestro trabajo la
DEBO ha sido de 194 ug/kg a 10 minutos de estasis y de 320 uglkg a 20
minutos de estasis (tabla 42, sec. IV.6}}. Por otro lado, la actividad de HNF
parece no estar tan afectada por estas diferencias técnicas, y por ello las
potencias antitrombdticas de HBPM, relativas a HNF, son bastante diferantes
ontre los dos estudios. Ademés, aunque en los datos recogidos por Amar et
al. {(1990) la actividad anti-Xa era mds importante con suero humano como
estimulo que con tromboplastina, la dispersién de los valores anti-Xa
asociados con una accién antitrombética equivalente en las tres HBPM
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estudiadas todavia cubrfan un rango superior a un factor 3, hacho que implica
que la correlacion entre actividad antitrombética y anti-Xa no pod(a estimarse

como muy buena,

En otro estudio del mismo grupo, Carrie et al. {1993} encontré que HNF
y tres HBPM oran, para el mismo efecto antitrombdtico, squipotentes en
términos de unidades anti-Xa, pero no de unidades anti-lla. Sin embargo, en
las investigaciones llevadas a cabo por dichos autores, el modslo animal
utilizado fue el aumento de fibrina en conejos, que estd probablemente mas
relacionado con el tratamiento de trombosis establecida que con profilaxis, En
esta situacidn, las plaquetas pueden jugar un papel més importante que en el
modelo Wessler, y es interasante indicar que en los experimentos realizados
con PRP en el presente trabajo, la inhibicién de generacién de trombina por
HBPM se corralaciond tanto con la actividad anti-Xa como con la actividad
anti-fla. Los datos de Carrie et al. (1993) no son por tanto incompatibles con

los rasultados racogidos en esta memoria,

De forma global |a investigacién realizada muestra que, en el modelo
animal ostudiado, las HBPM, como grupo, son agentes antitrombdticos menos
efectivos que HNF, axistiendo ademés amplias diferencias entre las diversas
HBPM an cuanto a sus potencias antitrombdticas. Las bajas actividades
antitrombdticas de las HBPM estdn en concordancia con su menor accién
inhibitoria sobre la generacién de trombina, lo cual a su vez puede explicarse
por sus bajas actividades anti-lla. La principal dificultad con estas
observaciones es que no explican la indudable eficacia clinica que presentan
las HBPM a dosis, en genaral, sustanciaimente inferiores que las de HNF,
Existe actualmente una amplia evidencia clinica de que las HBPM son al menos
tan oficaces como la HNF, cuando se comparan en términos de peso, en la

prevencion da TVP en cirugla general, vy pueden ser mds eficaces en la
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profilaxis de cirugla ortopédica y para el tratamiento de trombosis establecida
{para rovision Hirsh y Levine, 1992; Nurmahamed et al., 1992).

La principal razén para la diferencia entre los resultados animales vy los
datos clinicos os la via de administracién. Para profilaxis, estas preparaciones
so administran invariablemente por via subcutdnea, y asf las HBPM consiguen
una importante ventaja sobre HNF; tienen todas ellas aproximadamente un
100 % de biodisponibilidad, comparadas con menos de un 30% en el caso de
HNF. La razdn para ello es que las cadenas de polisacéridos mds cortas,
presentas en las HBPM, son absorbidas a través de los tejidos mucho més
fdcilments que las cadenas mas largas que predominan en HNF, ademas de
intaraccionar mas ddbilmente con al endotslio {Tobelem, 1989; Psuja, 1988).
El resultado de ambas caracter(sticas son niveles en sangre méas elevados y
somividas bioldgicas mds largas para las HBPM, en comparacién con HNF. Los
axporimentos an conejos llevados a cabo en el presente trabajo, se realizaron
unos pocos minutos despuds de la inyeccién intravenosa de cada una de las
HMBPM, y por consiguiente las diferencias en absorcidn o vida media no pueden

tomarse en cuenta.

Considerando las diferencias entre las diversas HBPM, los datos clinicos
indican da nuevo diferencias mucho mas pequefias que las encontradas en los
animales aqul estudiados, y también una mejor correlacidn entre la actividad
antitrombdtica y las actividades anti-Xa, en comparacion con las actividades
anti-lla. Como sjemplo se puede indicar que las dosis de HBPM recomendadas
para profilaxis de TVP en cirugfa general, varfan desde aproximadamente 15
a 40 mg {peso seco), 2000 a 3500 Ul (ensayo anti-Xa) y 500 a 2500 UI
{ensayo anti-lla), mientras que en los experimentos realizados en nuestro
modelo animal, las dosis antitrombéticas fueron casi idénticas cuando se

expresaron en unidades anti-lla, pero cubtfan un rango de factor cinco cuando
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58 OXpresaron ya sea como peso seco o unidades anti-Xa. Existen dos razones
principales para estas diferencias. Primero, la biodisponibilidad de las cadenas
de heparina disminuye cuando aumenta el peso molacular (Johnson et al,,
1976; Lane ot al., 1979). Las preparaciones de HBPM con alta actividad anti-
ila contienen una proporcién relativamente elevada de cadenas més largas y
tras la administracién por via subcuténea solamente una parte de &stas
apareceran en la circulacioén, Para las preparaciones con baja actividad anti-lla,
sin embargo, las moléculas con actividad anti-lla son todas de peso molecular
relativamente bajo, y por consiguiente serdn todas recuperadas casi
complatamente despuds de inyeccién subcuténea. Por consiguiente, las
diferencias en actividad anti-lla vistas /n vitro, o despuéds de inyeccién
intravenosa, entre LOG y CLX, por ejemplo, tenderdn a desaparecer despuds

de una inyeccién subcuténea,

En segundo lugar, la aparentemente mayor relevancia de la actividad
anti-Xa en circunstancias clinicas puede reflejar una importancia genuinamenta
mavyor de la accién anti-Xa /i vivo. En el primer caso, la dependencia que [a
biodisponibilidad de estos preparados tiene de su tamafio molecular, tenderd
a aumentar la actividad anti-Xa comparada con la actividad anti-ila, Como ya
s6 ha mencionado solo una porcién da las moléculas con actividad anti-lla
ontrard en ia circulacion, mientras que casi todas las moléculas con actividad
anti-Xa serdn recuperadas, resultando una relacién anti-Xa/anti-lla
incremontada en comparacién con medidas intravenosas o jn vitro {Thomas et
al.,, 1981), Ademds, aunque la actividad anti-Xa sea claramente no muy
efactiva para mejorar la inhibicién de generacién de trombina in vitro, como se
ha mostrado por Hemker (1987) vy en los experimentos que se recogen en la
presente mamoria, la situacién puede ser diferente /n viva, donde la generacién
de trombina es un proceso dindmico que tiene lugar en sangre circulante, Una
vez que la generacién de trombina ha tenido lugar, es probable que el complejo
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de protrombinasa se rompa, al ser inactivado el factor V por la protelna C
activada, y se puede liberar factor Xa libre. Si este factor Xa libre
permanaciera como tal, podrfa promover mas generacién de trombina en la
circulacién a partir del estimulo inicial. Por consigulente, la inhibicion de factor
Xa libre por HBPM puede ser un mecanismo importante para prevenir la
extension de un pequefo trombo desde su lugar inicial de origen. Si esta
hipdtesis es ciorta, la importancia de esta actividad anti-Xa no quedarfa
roflojada ya soa en ensayos in vitro o en el modelo de Wessler de gstasis en
ol conejo, donde la distribucion de factor Xa libre en la sangre s impedida por

la unién a las paredes de los vasos sangulneos,
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VI. CONCLUSIONES



Como consecuencia de las investigaciones realizadas, se exponen a
continuacion las conclusiones que se han obtenido en respuesta a los objetivos

planteados:

1. Las preparaciones de HBPM estudiadas fueron menos potantes qué la
HNF, como inhibidores de generacién de trombina en PPP, cuando se
compararon on términos de concentracién en peso, La inhibicidn de generacién
de trombina en PPP, mostrd una mejor correlacién con su actividad anti-lla que

con su actividad anti-Xa, actividades obtenidas en ensayos amidolfticos.

2. Todas las HBPM estudiadas fueron menos neutralizadas que la HNF, por
14 ug de F4P, cuando se valoraron a concentraciones que dieron la misma
actividad bioldgica en el sistema de generacion de trombina, aunque el grado
de neutralizacién no fue el mismo para todas las HBPM. Esta diferencia entre
HNF y las HBPM se debe prioritariamente, a las mé&s altas concentraclones
molares do las HBPM que se requieren para obtener la misma actividad

inhibitoria.

3. A concentraciones mds elevadas de F4P, las actividades de las HBFM
on generacién de trombina y en ensayos anti-lla pudieron ser completamente
noutralizadas, aun cuando permanecia una considerable actividad anti-Xa, Esta
actividad residual anti-Xa, que no se neutraliza por F4P, indica que no tiene
una importante contribucion en la inhibicién de generacién de trombina.

4, La potencia de las HBPM en PRP fue superior a la encontrada en PPP,
aunque todavia inferior que la de HNF. Para cada HBPM, la potencia en PRP
an relacién con HNF, fue de forma constante el doble de la obtenida en PPP,

confirmando la menor neutralizacién de las HBPM por F4P.
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5. La capacidad inhibitoria de generacién de trombina de HNF y de las
HBPM en PRP, fue similar a la encontrada en PPP en presencia de F4P,
indicando que el efecto neutralizante en presencia de plaquetas era debido

principalmente a F4P.

6. La inhibicién de generacién da trombina en PPP por las HBPM, valoradas
frante a HNF, muestra una relacién més préxima con la accion antitrombética
in vivo que la inhibicién obtenida en un medio de PRP. Ello sugiere que los
ensayos on presencia de plaquetas no son predictivos de la accion

antitrombética in vivo, al menos en el modelo animal estudiado.

7. Las actividades anti-Xa /n vitro no son un buen indicador de la accién
antitrombética do las HBPM, Por el contrario, las actividades anti-lla y de
inhibicion de generacién de trombina en el sistema intrinseco, correlacionaron

bien con los efectos antitrombéticos de estos preparados.

8. Pars obtener la misma actividad antitrombotica que HNF, debe
administrarse tambien la misma actividad anti-lla de las HBPM. Por
consiguiente, parece que una cierta proporcion de actividad anti-lla de HNF y
de las HBPM, soportada por las moléculas de masa superior a 5400 daltons,

sord nacesaria en las HBPM para mostrar su efecto antitrombdtico Sptimo.

Considerados globalmente, los resultados indican que la menor
neutralizacién de las HBPM por FAP no seria importante para su efacto
terapéutico en humanos, al menos en la prevencién de trombosis. El hecho de
que las HBFM sean tan oficaces como la HNF, en la prevencién de trombosis
en cirugia, a dosis mds bajas, y a pesar de su baja actividad anti-lla, indica que

SU Mayor biodisponibilidad es la més importante contribucién para el éxito

terapéutico de estas preparacionaes.
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