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Una do las principales diferencias entre HNF y las HBPM es que las

HBPM tienen todas menor actividad anti-Ila que ant¡-Xa; sin embargo, cuál de

estas dos actividades ¡a vitro tiene más importancia para su acción

antitrombótica ¡a vivo es todavia una cuestión de debate. En los últimos años,

varios estudios han demostrado que la inhibición de la generación de trombina

global constituye un parámetro más útil que los ensayos convencionales antk

Xn y antklla par¿~ predecir la eficacia do HNF, HBPM u otros polisacáridos

sulfatados.

Para ayudar a explicar la relación entre actividad antitrombótica y los

ofw.~tos anticoagulantes de estas preparaciones, se ha estudiado la acción de

una serie de HBPM comerciales sobro la generación de trombina en plasme,

en presencia y ausencia de F4P o plaquetas, y la capacidad de estas

preparaciones para provenir la formación del trombo en un modelo de estasis

Venosa en el conejo, en comparación con su precursor HNF. Obtenida esta

información, so ha analizado la correlación entre su eficacia antitrombótica la

vivo, su capacidad para Inhibir generación de trombina y sus actividades ant¡-

Xc y nnti~lla determinadas en ensayos anticoagulantes convencionales.

Los datos que so presentan en esta memoria muestran que las

actividades anti~Xa la vúra no son un buen pronóstico do la acción

antitrombótica. Por el contrario, las actividades anti~lla y la inhibición de la

generación de trombina en el sistema intrl’nseco se correlacionan bien con los

efectos antitrombóticos de las HBPM. Aunque la neutralización do heparinas

por F4P parecfa tener una importancia fundamental respecto a la

concentración do HNF y de las HBPM requeridas para inhibir generación de

trombina ja vftro, este efecto puede no ser relovante en le prevención de

trombosis venosa donde se considera que el papel do las plaquetas no es tan

importante como en la trombosis arterial.



Los efectos encontrados no están necesariamente relacionados con la

situación terapéutica conocida hasta el momonto, pero cualquier efecto que

pueda demostrarse que no ejerce un papel relevante en los sistemas referidos

os muy poco probable que sea importante, aún cuando se haya demostrado

que ocurre en sistemas más purificados. En este sentido el plasma coagulante
puede considerarse como un modelo ex vivo y constituye un paso más

cercano a la maliciad fisiológica que el de los sistemas ¡a v¡Wo, utilizando

factores purificados.



ÍNDICE

1. Ir4TRQPUQQI~N
1,1 REACCIONES DE COAGULACIÓN DE LA SANGRE ............................ 2
¡.2 REGULACIÓN DE LA FORMACIÓN DE TROMBINA .........,.............,.,,,.4

1.3 EFECTO DE HEPARINA SOBRE LAS REACCIONES ENTRE ATIII

Y PROTEASAS DE LA COAGULACIÓN 7

1.4 RELACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE DE HEPARINA

1.5 HEPARINASDEBAJOPESOMOLECULAR .,,...,...,..,,....................... 11

¡.6 ACCIONES ANTICOAGULANTES DE LAS HBPM ..,.............,........., 14

¡.6.1 InhibicIón deTromblnayFactorXa •.,.,.............,,.,...,..,,......... 14

¡.6.2 inhibición do Generación de Trombina ,..,.,,,,,,..,,,,,.,.,..,,,,,,...,, 17

1.6.3 InteraccIón con Prote(nas Neutralizantes de Heparina .............. ¶8

1.7 ACCIÓNANTITROMBÓTICAENMODELOSANIMALES .................... 19

¡.7.1 Acciónantltrombótlcayactkddadanti-Xa ••..•. ............ ............ 19

1.7,2 Acciónantitrombótíca yactlvidad antí-Ila ,...,,..... . ........•.......... 21

1.8 RELEVANCIA CLÍNICA DE LAS ACTIVIDADES ANTI-XaY AÑil-lía ....22

II. D8JLTIVQS

III. MaIiIHA~s2LL~ÉIQDQ~

111.1 MATERIALES

111,1.1 Eaflnn
1.1.1 40 Patrón Internacional de HNF ......., . ~ ,,..... .29

1.1.2 1” Patrón Internacional de HBPM ... ,........,....,................,,. 29

1.1.3 1< Patrón Internacional de Trombina Humana . ........,. ,.,

1,1,4 1er Patrón Internacional de a-Trombina Humana . ,..,........... .30
~ 1” Patrón Internacional de F4P Humano Purificado.......,..... .31

1.1,6 Calibrador de Peso Molecular para HBPM ............ .............. 31



111.1.2 HUf1VLQQm~uñafrn .32

111.1.3 JlQlLQflYQD

1.3.1 Plasme Humano Normal 32

1.3.2 Suero Humano Normal 33

1.3.3 Fibrinógeno Bovino 34

1.3,4 Fosfolfpido de Cerebro Bovino 34

1.3.5 Arvln (Ancrod> 34

1.3.6 Control de Trombocitos CTC-3 35

1.3.7 ATIII Hurnana 35

1.3.9 Factor Xi, BovIno ,,,,.,,,.,,.,,,,,,,,.,,,,,,,,,.,,.......,....,..,,.,.... 35

1.3.10 Factor Xa Ht¡mario ~ ••.4i.....I..á.4.t.••..,..4....~.*44...4t.. •,,,,.. 36

1.3.11 F4P Purificado Hurriano ,,,.,.,,.,,.,,,,.,,,,,,,.,,,,.,...,..,..,,,.,.,,. 36

111.1.4 TamuQr¡n tOfluymttn

1 ,~1,1 Solución Salina Norrrial •.•44•í•4.4t•.641•t44*i.t.4*•444*•.á444g~44•~444* 38

1.4.3 Tampón Tris Salino Albúmina ...,.................................... 39
1.4.4 Tampón Tris Salino AlbumIne, 40 mM CeCí2 .................... 39

1,4,5 Tampón CItrato-Albúmina~GlyoxaIino .,......,..,.,.........•..... 39

1.4.6 Tarnpóii Tris EDTA 444f.4.4¡..t.I4•It44•Itt4*,••44,4*•a4•.I~.tuII•4~~~Ití• 40

1.4.7 Tampón Tris EDTA Albúmina ............,...,....................... 40

1.4.8 SolucIón de Acetato Amónico 0,1 M 40

1.4,9 Soluciones de Cloruro Cálcico 3mM y 25 mM ...,.............40

1.4.10 I3iíuyente de F4P . ~ ,.......... 41

1 ,¿$, 12 Suspensión de Caolín .................... ... ‘~4•44•444SI 41

1.4.13 Solución de Acido Acético 10~6 ....,............,..... ...... 41



111.1.7 QtrQ~ÉatoriaJu.~ .43

111.2 MÉTODOS

111.2.1 Cromatografia de Exclusión Molecular de Alta Eficacia ..,.........46

¡11,2,2 Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada 51

111.2.3 Métodos de Ensayo Amidolíticos

2.3.1 Inhibición de Factor X.a 57

2.3.2 Inhibición de Factor Xa en presencio de F4P 62

2.3.3 InhibIción de Factor Xa en presencia de F4P y Calcio 64

2.3.4 InhIbición de Factor lía ~

2.3.5 Inhibición do Factor lío en presencia de F4P ..~.......,..........8O

2.3,6 Inhibición de Factor lía en presencia de F4P y Plasme

2.3.7 Inhibición de Factor lía en presencia de F4P y Calcio ......... 70

2,3.8 InhibicIón de Factor lía en presencia de F4P, Calcio y

111.2.4 GenoracióndeTroniblnaenPPP ,....•...,.,.,,,.,,,,.,... ,. ......,........ 72

111.2.5 Generación de Trombina en PPP en presenciada F4P . ,............ 76

111.2.6 Neutralización de heparina por F4P: Método de Cálculo 77

111.2.7 Generación deTronibina en PRP ,,,...,,,,,,,,.,,,,...........,.........,.. 78

111.2.8 Modelo de Trombosis por Estasis Venosa en Conejo .............. .82

111.2.9 Análisis Estadísticos 87

IV. aE~AJtTAL2fl&tQI$2Js1OL

IV.í CARACTERÍSTICAS IN VITRO DE LAS HBPM COMERCIALES

IV.1 .1 Actividades Específicas Anti-XayAnti-¡la ............................ .91

IV.1 .2 Distribución delTamaño Molecular ,...,,.,...,.....,..................... 95

IV.1.3 Discusión

IV.2 INHIBICIÓN DE GENERACIÓN DE TROMBINA EN PPP POR HNF Y HBPM

IV.2,2 Inhibición de Generación de Trombina por HNF (Pl) .............. 101



IV.2.3 Inhibición de Generación de Trombina por HBPM (Pl> 103

iV.2.4 Comparación do los efectos de HNF (Pl> y HBPM <Pl) 105

IV.2.5 Inhibición de Generación de Trombina por HBPM

Comerciales 107

IV.2.6 Correlación de las potencias inhibitorias de generación de

trombina en PPP con las actividades anti-Xa y antí-lla ............ 119
1 \f.2.7 Discusión 120

IV.3 NEUTRALIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD APTT DE HNF Y HBPM

iV.3.1 Patrón Internacional de HNF + Patrón internacIonal de F4P ,,122

IV.3.2 Patrón Internacional do HNF + Preparación de F4P 82/648 ..125

IV.3.3 Patrón Internacional de HNF + Preparación F4P (Rl ............. 126

IV.3,4 Patrón Internacional de HBPM + Preparación F4P (R) ........... 129
IV.3.5 HBPM Comerciales + Preparación F4P (R> .............~............ 130

IV.4 NEUTRALIZACIÓN DE LAS ACTIVIDADES INHIBITORIAS DE

GENERACIÓN DE TROMBINA, ANTI-Xa Y ANTI-Ila DE HNF Y 145PM

iV.4.1 Efecto de F4P sobre las Actividades Biológicas de

Generación deTrombina, Anti-XayAnti-ila .......................... 134

IV,4.2 Efecto de F4P en Ensayos Antí-lla con Plasme Desfibrinado .1.140

IV.4.3 Efecto de F4P en Ensayos Anti-Xa y Antí-lla en presencia

de Calcio ................................ ~.•.íí;Í•íííí¡ííí.í.t~~í...ííítííí 143
IV.4.4 Efecto de F4P en Ensayos Anti~Ila en presencia de

Calcio y Fosfolipido .ítttí;í•,í*...m..,,¡í.tí..í.•...í•..,~í.4ItíEí’í*íá~k•í4 143

1 \/.‘t.5 f~iscusióct 146

IVIS INHIBICIÓN DE GENERACIÓN DE TROMBINA EN PRP POR HNF Y HBPM

IV.5. 1 Curva Trombina-Fibrinógeno ~ 148

IV.5.2 Generación de Trombina en PRP 150

IV.5.3 Inhibición de Generación de Trombina por HNF (Pi) ......-....... 154

IV.5.4 Inhibición de Generación de Trombina por HBPM (PI) ... ......... 156



IV.5.9

IV.6 ACT

IV.6.1

IV.6.2

IV. 6.3

IV.5.5 Inhibición de Generación de Trombina por HBPM

Comerciales 158

IV.5.6 Comparación con el Sistema de PPP en ausencIa de F4P 166

IV.5,7 Comparación con el Sistema de PPP en presencia de F4P 169

IV.5.8 Correlación de las Potencias Inhibitorias de Generación de

Trombina en PRP y PPP y con Actividades Anti-Xa y Antí-lia... 170

Discusión 171

IVIDAD ANTITROMBÓTICA DE HNF Y HBPM COMERCIALES

Curvas Dosis-Respuesta de HNF y de HBPM Comerciales ..... 173

Potencia Antitrombótica de HBPM Comerciales .,..............., 181

Correlación con Actividad inhibitoria do Generación

cl eIrortibiria 183

IV,6.4 Correlación con Actividades Anticoagulantes AntI-Xa

y Antí—lia ~ 184

IV.6.5 Actividades Biológicas en el Conejo ..........,..,......,.... ........ 185

1 \/.6.6 DiscusIón 186

VI. ~ 206

~j’II, ~ 209



IIBQ~QAJLQ1~N



li f3I~ACQIQNf~SQkqUjAQÓN~fljtLSArfqfi~

Corno consecuencia del enorme progreso de la bioquímica de la

coagulación, especialmente en los últimos quince a veinte años, que ha dado

lugar al aislamiento y purificación de las proteínas que participan en este

proceso asi como a detallados estudios enzimológicos de sus interacciones,

es ahora posible desarrollar un esquema práctico de las reacciones bioquímicas

que intervienen en la cascada de la coagulación. Existe en la actualidad un

consenso para explicar el mecanismo de la coagulación do la sangre siguiendo

dos vms diferentes, que incluyen la activación secuencial de varias sedn

proteasas, por proteolisis limitada de pro-enzimas inactivos que estén
presentes en al plasme (Fig,1), Las rutas se inician por diferentes mecanismos,

poro convergen al nivel de Factor Xa.

El contacto de la sangre con superficies cargadas negativamente y

prosumiblornente tambien con estructuras subendoteliales, expuestas por un

daño en los vasos sanguíneos, activa la vía intrínseca, Los enzimas

coagulantes que so generan como consecuencia de la activación por contacto,

antes de la adición de CaCI2 en plasma, son el factor Xlla y el factor Xla

(Lnmmle y Griffin, 1985>. La adición de calcio a plasme activado por contacto

produce la activación de factor IX por el factor Xla. El factor IXa a su vez

activa el factor X, en una reacción que requiere factor Villa, fosfolípido y

calci o.

La liberación celular de factor tisular, o tromboplastina, inicia la via

extrínseca. La interacción, dependiente de calcio, de la tromboplastina tisular

con el factor VII, da lugar a la producción del factor VIla y la subsecuente

activación de los factores X y IX (Nemerson, 1966; Zur y Nemerson, 1980;

Bach et al., 1981; Morrison y Jesty, 1984; Nemerson, 1988>.
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Varios de los pasos en las dos vias descritas, se localizan en la

suporficie do plaquetas activadas o posiblemente en la de células endoteliales

y requieren iones calcio y otros colectores. El factor Xa, originado por

cualquiera de las rutas, se une al factor Va sobre una superficie coagulante en

presencia de iones calcio formando el complejo enzirnático protronibinasa

<Tans y Rosing, 1 986>, que convertirá protrombina en la proteasa activa:

trombina. Esta enzima juega un papel fundamental en la cascada de le

coagulación, rompiendo ciertas uniones peptídicas del fibrinógeno (Smith,

1 984; BlombÉlck, 1 986> llevando a la formación do un gel de fibrina, que

constituye el entramado del coágulo. La regulación del nivel de trombina activa

es por consig uiente críticamente importante en hemostasis,

1.2 REGULACIÓN DE LA FORMACIÓN DE TROMBINA

Es ya bien conocido que la activación de los factores V y VIII es

necesaria para ejercer su papel corno cofactores de proteínas y que la

trombina es al enzima que da lugar a estas activaciones (Newcombs y

Hoshida, 1965; Bergsagel y Nockolds, 1965; Biggs st al., 1965; Suzuki st al.,

1 982>. Entre las diferentes actividades de trombina, dos de éstas son

esenciales para provocar la formación explosiva de trombina que se requiere

para constituir al tapón hemostático. Se ha demostrado que la trombina os, en

plasrna, el enzima> llave para la activación “feedback” de los colactores Factor

V y Factor VIII <Pietera et al,, 1989; Yang et al., 1990; Ofosu st al., 1991>,

La trombina es además, junto con el colágeno, un potente activador de

plaquetas y un fuerte agonista do células endotellales (Rosing st al., 1985;

Laposata et al.,1 983>. Es decir que la trombina es responsable de la

aceleración de su propia generación a través de la activación de los cofactores

de proteínas factor VIII:C y factor V y proporciona a su vez una superficie

procoagulante debido a la activación de plaquetas.

4



En individuos sanos el sistema de la coagulación se contraía muy

eficazmente y, en ausencia de estímulo trombogónico, el sistema se comporte

en favor de la regulación negativa del proceso tBauor y Rosenberg, 1987>.

Como el proceso hemostático depende de la formación de complejos

moleculares constituidos por un zimógeno, un cofactor y un enzima

transformante unidos a una superficie, la supresión final del proceso puede

alcanzarse inhibiendo los complejos moleculares y la generación de sus

componentes. Hasta el momento se han identificado una serie de mecanismos

de control, y aunque algunos de ollas no estén bien entendidos, básicamente

pueden considerase dos tipos: la destrucción de cofactores y la inhibición de

enzimas,

Durante la coagulación ¡a vivo la trombina se une a trombomodulina,

una proteína do membrana localizada en la superficie de células ondoteliales

(Dittman y Majerns, 1990>. El complejo trombina-trombomodulina activa

répidarTiento la proteína C del plasme. La proteína C activada se une a la

proteína 8 (Jackson y Nernerson, 1980; Esmon, 1 983; Dahlbdck, 1 991> sobre

la sLlperficie, ya sea, de las plaquetas o del endotelio. Estos complejos

catalizan la inactivación proteolitica de factor Va y factor Villa <Esmon, 1989)

y retrasan la coagulación de la sangre. Al encontrarse la trombomodulina en

la superficie del endotelio intacto, este mecanismo puede ayudar a limitar la

formación de trombina a las áreas dañadas. Se ha informado asimismo que la

prote<na C activada puede iniciar la fibrinolisis, que eventualmente llevará a la

destrucción del coágulo de fibrina (Sakata et al., 1 985>.

En los últimos cinco afios, se ha identificado también un mecanismo de

regulación de la actividad del complejo factor Vila/factor tisular (Rapaport,

1989; Harpel, 1987; Rapaport, 1991>. El inhibidor de la coagulación vía el

factor tisular forma, junto al factor Xa originado durante la coagulación, un
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complejo cuaternario con factor VIla y factor tisular, dependiente de calcio.

Asi, la formación del complejo atrapa la cantidad limitante de factor tisular y

evita mayor activación del sistema de la coagulación.

El plasma contiene asimismo un número de inhibidores de protoasas,

que inhiben los enzimas del sistema do la coagulación: Antitrombina III

(ATIII,AT>, que inhibe la mayoria de los enzimas del sistema de la coagulación

corno son factor Xlla, factor Xla, factor IXa, factor Xa y trombina <Carrelí et

al., 1 98?; Broze et al., 1990>; el inhibidor de Cl que inhibe calicreina, factor

Xlla, factor Xla <Pixley et al,, 1985; Shapira et al., 1 982); al inhibidor de la al-

proteasa que inhibe el factor Xla y el factor Xa (Scott et al., 1982>; la «2-

macroglobulina que inhibe calicreina, factor Xc y trombina, y el cofactor 41 de

heparina que inhibe trombina (Vogel et al., 1 979; Toílefsen y fllank, 1 981;

Fuchs y Pino, 1983; Gitel ot al., 1 984; Fuchs et al., 1984>.

Se considera a ATIII el más importante inhibidor do la coagulación,

siendo el principal inhibidor de trombina y de factor Xa, cuando estos enzimas

se añadan a plasme in vi¡’ro o se inyectan ¡a vivo. Dadas las altas velocidades

de inactivación de los enzimas de las últimas fases de la cascada de la

coagulación, particularmente trombina y factor Xa, se les puede considerar los

principales sustratos do ATIII en sistemas purificados. La observación de que

ATIII inactive el factor Xa unido a plaquetas en menor proporción que el factor

Xa libre <Marcinlak, 1 973; Miletioh et al., 1978> indica que el afecto del

inhibidor está significativamente disminuido en el sitio del daño vascular,

donde tiene lugar la agregación de plaquetas. En su lugar, ATIII puedo actuar

como un depurador de los enzimas de la coagulación liberados en la circulación

y que son por consiguiente potencialmente perjudiciales.

Las observaciones clínicas de que individuos con deficiencia congénita
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de ATIII presentan un riesgo incrementado para desarrollar trombosis venosa

profunda <TVP> <Egeberg, 1 965; Abilgaard, 1981> han dado la evidencia del

papel fundamental de ATIII en la regulación de la coagulación de la sangre bajo

condiciones fisiológicas. Entra las antiproteasas, ATIII es particularmente

importante por el hecho de que su actividad puede ser incrementada por

heparinas, lo que constituye la diana sobre la que actúa esta importante familia

de drogas antitronibóticas.

1.3 EFECTO DE HEPARINA SOBRE LAS REACCIONES ENTRE ATIII Y LAS

PROTEASAS DE LA COAGULACIÓN

La heparina comercial, heparina no fraccionada (HNF), os una mezcla

heterogénea do glucosaminoglicanos, derivados de mucosa intestinal,

principalmente de origen porcino Es esencialmente un producto estándar que

contiene unidades repetidas del disacérido constituido por ácido uránico <D-

glucurónico o L-idurónico> y D-glucosamina, variablemente sulfatados en los

grupos amino e hidroxilo <Choay, 1989>. Las preparaciones de hoparina

comercial son multidispersas, con pesos moleculares que oscilan entre 5000

y 30000, con un máximo alrededor de 13000 (Johnson y Mulloy, 1 976>.

Estas propiedades contribuyen a una marcada heterogeneidad del polisacárido.

Se conoce desde antiguo (McLean, 1916) que el glucosaminoglicano

sulfatado, heparina, retrasa la coagulación de la sangre1 Poco tiempo después

del descubrimiento de la heparina se sugirió que el polisacárido requería un

cofactor en plasme para su acción (Hovvell y Holt, 1 918; Howell, 1925>, y

esta propuesta se confirmé por trabajos subsiguientes <Quick, 1938;
Brinkhous et al,, 1939>. La naturaleza del cofactor de heparina permaneció sin

erTibargo desconocIda, aunque se hacía cada vez más evidente una estrecha

relación entre este factor y el inhibidor de proteasas de plasme, antitrombina
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(Monkhouse et al., 1955; Waugh and Fitzgerald, 1 956). La evidencia de que

las dos actividades son propiedades de una misma proteína fue dada por

Abildgaard <1 968>, quien aislé la antitrombina en una forma pura. La proteína

purificada mostraba actividad anti-trombina y actividad do cofactor de

heparina. Estudios por Yin et al. <1971 a,b> mostraron que ATIII también

inhibía el factor Xa y así apareció el concepto de actividad anti-Xa de heparina.

Otros trabajos mostraron que la actividad del cofactor de heparina es

dependiente de la unión de heparina a antitrombina, una interacción que lleva

a una profunda aceleración de la velocidad normal de inactivación por el

inhibidor de la trombina y de otras proteinasas coagulantes (Rosenberg y

Damus, 1973>.

Hasta 1976, so consideró que en un mayor o menor grado cada

molécula de heparina estaba dotada de actividad anticoagulante, y si la

actividad biológica estaba ausente, significaba que la sustancie no era

heparina. En 1 976 sin embargo, tres grupos diferentes de investigadores (Lam

et al,, 1976; HÓók et al,, 1976; Andersson et al., 1976> hicieron un

descubrimiento fundamental para esclarecer la relación entre la estructura de

heparina y su función anticoagulante. Se demostró que Cinicamente alrededor

de un tercio de las moléculas del polisacárido, en las preparaciones de

heparina, tenían la capacidad pare unirse a antitrombina <fracción de alta

afinidad>, y que la actividad anticoagulante del material de partida residía

principalmente en la fracción unida a antitrombina. Por consiguiente, la unión

a ATIII se mostraba como el primer determinante de la actividad

anticoagulante de heparina.

La existencia de formas de heparina de alta y baje afinidad implicaba un

grado do especificidad de la unión a ATIII desconocido. Poco más tarde Lindahí

et al, 1 979, utilizando una combinación de despolimerización con ácido
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nitroso, cromatografia de afinidad con ATIII y filtración en gel, aislaron un

octasacárido que parecía ser el fragmento más pequeño con capacidad de

unión a ATIII. Otros estudios da oste fragmento revelaron la estructura de un

pontasacárido <Fig.2> que rosultó ser la secuencia de unión <Casu et al,, 1981;

Thunberg et al,, 1 982>.

Nuevos estudios de LindaN et al., 1980, demostraron también la

iníportancia crítica que tenía un grupo sulfato particular, el 3-O-sulfato, sobre

nl residuo 3, para la unión cori ATIII, Este grupo no se encuentra en la heperina

do baje afinidad, y su separación del pontasacérido lleva a la total pérdida de

la capacidad de unión a ATIII. La estructura y actividad biológica del

pentasacárido han sido confirmados, mediante procesos de síntesis química,

por los grupos do Choay, 1983 y Petitou, 1 984.

II COSO, 000 ~ 1-1,0080, H,COSO,
o > a o o

cao
o >0. ‘0

O O>
01’ OH 080, OH OH

HNCOCII, OH HNSO, oso, IINSO,

Fig2. Secuencia del pentasacérido de heparina con alta afinidad por ATIII

Es pues aceptado que cualquier preparación de heparina o fracción de

la misma que sea farmacológicamente o clínicamente activa, deberá contener

tiria significativo proporción de moléculas que incorporen la secuencie do unión

a ATIII, Se desconoce todavía qué proporción de estas moléculas deben

contenor,
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1.4 RELACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE DE HEPARINA Y

SU PESO MOLECULAR

La unión del pentasacárido a ATIII induce un cambio conformacional que

mejora la velocidad de reacción de ATIII con serín proteasas <Einarsson y

Andersson, 1 977; Olson y Shore, 1981>, Puesto que el mecanismo por el que

ATIII inhibe serin proteasas es el mismo para todos los enzimas <Bjórk et al.,

1 989; Lene y Caso, 1 989) seria do esperar que, si la unión a ATIII fuera el

único determinante de la actividad anticoagulanto, la actividad de las distintas

fracciones do peso molecular de heparina seria la misma, independientemente

do la on~ima o método de ensayo utilizado, Una primera indicación de que éste

no era el caso, se demostró en el estudio de una serie de fracciones,

preparadas por filtración en gel, que se movian en un rango de peso molecular

de 5000 a 30000 aproximadamente <Johnson y MulIoy, 1976>. Los dos

métodos do ensayo en tigo en aquel momento eran APTT y anti-Xa, y éstos

dieron resultados completamente diferentes cuando la actividad anticoagulante

se representó frente a la masa molecular. En la misma época el componente

do alta afinidad de heparina, que habia sido preparado por cromatografia de

afinidad sobre ATIII inmobilizada, se fraccioné por filtración en gel (Andersson

ot al., 1976>. Las fracciones obtenidas, a la vez que mostraban mayor

actividad anticoagulante que las fracciones originales, mostraban exactamente

la misma tendencia de dependencia del peso molecular, consistente en una

clara disminución de la actividad APTT con el poso molecular, pero

aumentando la actividad antl-Xa. Estudios subsiguientes utilizaron ensayos

amidolíticos en lugar de métodos de coagulación, confirmando estas

tendencias <Barrowcliffe et al., 1978> y se encontró que, utilizando ATIII

purificada, la dependencia de la inhibición de trombina del peso molecular era

la misma que en el caso de APTT. Es decir que se manifestó claramente que

la dependencia de lo actividad anticoagulante sobre el peso molecular era
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bastante distinta para los dos principales enzimas, trombina y factor Xa,

implicando algunas diferencias en el mecanismo de acción, Estos resultados

in vftro, se encontraron para una variedad de distintas fracciones de heparina

<Lene et al., 1 978; Barrowcliffe et al., 1 979), y las diferencias entre las

actividades anti-Xa y APTT se observaron asimismo al inyectar fracciones de

heparina de distintos pesos molecularos en voluntarios humanos <Lene et al.,

1979; Thomas y Merton, 1982>.

les HEPARINAS DE BAJO PESO MOLECULAR

Como consecuencia de las observaciones indicadas, ha habido un

intenso interés en la fabricación de heparinas de bajo peso molecular <116PM)

para uso clínico (Thomas et al., 1986; Thomas, 1986>. Recientemente, la

Farmacopea Europea <E.Ph., 1 993a> ha publicado una monografia de

“Heparina de Bajo Peso Molecular”, que defino estos preparados como “sales

de glucosaminoglicanos sulfatados cuyo peso molecular medio es inferior a

8000, siendo al menos el 60% de las moléculas de peso molecular inferior a

8000”. Esta denominación común puede utilizarse para nombrar derivados de

heparina muy diferentes, siendo el proceso de fabricación parte de su

definición, ya que las actividades fisicoquímicas y biológicas de estos

productos así como su perfil clínico pueden depender de estos parámetros.

Para conseguir un rendimiento satisfactorio, la mayoría de los

fabricantes han utilizado métodos de despolimerización química o enzimática

en la producción de las HBPM, siendo los productos resultantes mezclas de

fragmentos oligosacéridos con pesos moleculares medios entre 4000 y 6000,

pero incluyendo un amplio rango de pesos moleculares, Algunos de los

principales métodos de despalimerización, que se utilizan en la fabricación de

las HBPM investigadas en esta memoria se recogen a continuación (tabla 1>.
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HBPM COMERCIALES

PRODUCTO CÓDIGO FABRICANTE MÉTODO DE
PREPARACIÓN

FRAGMIN Kabi 2165 KabiVitrum Ácido nitroso
(Sue cia>

LOGIPARIN LHN 1 Novo-Nordisk Heparinasa
(Dinamarca>

FRAXIPARINA CY216 Choay, Sanofi Ácido nitroso
(Francia>

CLEXANE PK 101 69 Rhóne-Poulonc fi-eliminación
<Fra ri cia>

Tabla 1. Métodos de producción
incluidas en esta memoria.

y fabricantes de las HBPM comerciales

CLEXANE <CLX>

Clexane (Enoxaparina> es un derivado de heparina obtenido por un

proceso de despolimerización química por fi-eliminación. El método de

fabricación incluye la esterificación de los grupos carboxilo del ácido uránico

de la heparina, llevando a la formación de un éster benzllico. Este proceso

hace posible una reacción de fi-eliminación con la formación de un ácido

uránico 4,6 insaturado <Mardiguian, 1981>. Como consecuencia de este

proceso se obtienen fragmentos de baje peso molecular de heparina con un

doble enlace terminal en su extremo no reductor. Después da la neutralización

de la solución, la heparina despolimerizada puede ser aislada y purificada de

acuerdo con procedimientos estándar. La preparación es una sal sódice,

En el momento actual, Clexane es la única HBPM obtenida por
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despolimerizacián química que exhibo el doble enlace en los extremos no

reductores de los fragmentos. El ácido uránico no saturado presenta una

absorción al ultravioleta (A, 235 nm>, que es proporcional al número de

cadenas en cualquier muestra dada.

FRAGMIN (FRG>

El proceso de fabricación de Fragmin utiliza una despolimerización

controlada con ácido nitroso (Cifonolli y King, 1972; Andersson et al., 1981>

a partir de heparina sádica derivada de mucosa intestinal porcino. Al proceso

de despolimerización le sigue un paso de purificación por cromatografía de

intercambio iónico.

El tratamiento de heparina con ácido nitroso a bajo pH causa la

desaminación selectiva de residuos N-glucosamina sulfatados, con la

subsecuente reorganización y ruptura do la unión glucosídica entre
glucosarnina y ácido uránico, Ésto lleva a la formación de oligosacáridos con

residuos terminales 2,5 anhidro-D-manosa, en lugar del residuo de

glucosamina. Los residuos anhidro-rnanosa terminales se estabilizan por

reducción cori borohidrato sádico, con la formación de 2,5 anhidro-D-manitol,

La heparina despolimorizada se a<sla y purifico por precipitación fraccionada

o cromatografía de intercambio iánica.

FFIAXIPARINA (FAX>

La preparación CY21 6 desarrollada por el Instituto Choay <Lormeau et

al., 1982; Casu et al., 1981> se define por el fabricante como fragmentos de

glucosaminoglicanos, obtenidos a partir de heparina sádica porcino por

despolimerización controlado con ácido nitroso, reducción y purificación. El
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último paso es la conversión de una sal sádica en sal cálcica, siendo le única

HBPM convertida a sal cálcica. No se comenta el método de preparación, por

ser similar al descrito anteriormente para FRG.

LOGIPARINA <LOG>

La preparación LHN-1 de Novo-Nordisk se prepara a partir de heparina

derivada de mucosa porcina por despolimerización enzimática controlada,

utilizando heparinasa de flovobacter¡um /?eparñium. Este enzima separa
específicamente uniones glucosidices entre los residuos ácido idurónico-2-

sulfato y N-glucosamina sulfato, con la formación de oligosacáridos que llevan
residuos uránicos 4,5 insaturados en el extremo no reductor (Niolsen y

Ostorgaard, 1 988; Loganathan et al,, 1990>. Estos residuos presentan, al igual

que en el caso de CLX, absorción al ultravioleta <4, 235 nm>.

1.6 ACCIONES ANTICOAGULANTES DE LAS HBPM

En el contexto de esta memoria, el término “actividad anticoagulante”

se define en su sentido clásico, esto es, cualquier acción que previene o

retrasa la coagulación ¡ti vitro. Puesto que la coagulación solo ocurro en

presencia de trombina, “actividad anticoagulante” significa cualquier actividad

que aumenta la inhibición de trombina, o inhibe o retrasa o previene la

generación de trombina, Para distinguir entre los procesos ni vivo e in vitro,

el término “actividad antitrombótico” se refer¡rá exclusivamente a la
prevención de coagulación ¡ti vivo.

1.6.1 1pJMbjs4~xLck2flpmbina y Factor Xa

Se ha indicado ya que el requerimiento mínimo para la unión de heparina
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a ATIII es una secuencia de pentasacárido específica, con el consiguiente

cambio conformacional que incrementa la actividad del inhibidor. Además, los

requerimientos para la potenciación de la actividad inhibitoria de heparina

difieren para los varios enzimas do coagulación. Este hecho se observó, de
forma muy aparente, cuando se analizaron fragmentos inferiores a 18

sacáridos (PM 5400>. Holmer et al., aislaros, en 1980 un fragmento que

contenía 10 a 16 sacáridos con alta afinidad por ATIII. Este fragmento tenia

muy alta actividad anti-Xa poro su actividad en usi ensayo de inhibición de

trombina fue muy inferior. Posteriormente otros grupos (Thomas st el,, 1982;

Barrowcliffe et al., 1984> estudiaron tres fragmentos de PM mejor definido:

un decasacérido, un hexadecosacérido y un fragmento de 20 a 22 sacáridos.

Todos los fragmentos tenian actividad anti-Xa pero solamente el fragmento de

20~22 sacáridos presentaba actividad significativa en ensayos de inhibición de

trombina, Estos resultados indicaban que un cierto PM era un requerimiento

absoluto para la potenciación de la inhibición de trombina1 Este requerimiento

se definió de forma más precisa por Lane et al. <1984), indicando que la

actividad anti-lla no se encontraba hasta alcanzar una longitud de al menos 18

sacáridos, y que aumentaba de forma importante a partir do este PM. Es decir,

la inhibición de trombina requiere una secuencio de polisacárido adicional al

pontasacárido, do al menos 13 sacáridos, de forma que ambos, enzima e

Inhibidor, puedan unirse a la misma cadena de heparina. Esto es el llamada

mecanismo “tempíate” <Pomerantz y Owen, 1978). Se ha sugerido que este

mecanismo do aproximación es al menos tan importante como el cambio

conformacional de ATIlI.

Parece evidente, de los estudios ya mencionados, que el mecanismo de

potenciación de la inhibición de factor Xa por heparina es distinto del de

trombina, ya que los fragmentos de bojo peso molecular con actividad anti-Ila

disminuida retienen su actividad anti-Xa, La potenciación de la inhibición de
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factor Xa, sin embargo, requiere solamente la secuencia mínima del

pentasacárido. No hay requerimiento para la unión del enzima y por ello las

moléculas por debajo de los 18 sacáridos, asi como el pentasacérido sintético

tienen alta actividad anti-Xa <Choay et al., 1983; Thomas et al., 1 989a>, a

pesar de no potenciar la inhibición de trombina por ATIII. Esta diferencia en el

mecanismo de acción es responsable de que las HBPM comerciales,

constituidas por varias mezclas de moléculas superiores e inferiores a 18

sacáridos, exhiban actividades más elevadas en ensayos anti-Xa que en

ensayos anti-Ila.

Existen otros aspectos de la actividad anti-Xa en HBPM que merecen

mención, El primero es que la actividad anti.-Xa se mide en la mayoria de los

sistemas de ensayo utilizando el enzima libre, y en ausencia de calcio. Cuando

los ensayos antl-Xa so hacen en plasma, el factor Xa es necesariamente

adicionado a plasme heparinizado en ausencia de CeCí2, ya que el plasmo

citratado y la adición de CaCI2 causarian coagulación. Sin embargo, pueden

realizarse ensayos con ATIII, en presencia o ausencia de CeCí2, y esto

introduce una diferencia sustancial en cuanto a la dependencia de la actividad

anti-Xa del peso molecular. Se encontró que la adición de iones calcio potencia

la actividad anti-Xa, aumentando el grado do potenciación con la longitud de

la cadena, y dando como resultado un marcado incremento de la actividad

específica molar con el peso molecular <Barrowcliffe y Le Shirley, 1 989; Ellis

et al., 1986>. Por consiguiente, la inhibición de factor Xa por ATIII se

incremento a medida que aumenta el peso molecular, cuando se mide con

factor Xa humano en presencia de CoCí2. Estos resultados sugieren le

posibilidad de un mecanismo “template”, con CaCI2 promoviendo la unión de

factor Xa a heparina, de forma análoga a lo que ocurría en el mecanismo do

unión a trombina. Por otro lado, la acción inhibitoria de ATIII 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, 1 987>. En

ausencia de heparina, la inhibición do factor Xa por ATIII es mucho más lenta

cuando el factor Xa so une a plaquetas (Walsh y Biggs, 1 972> o al complejo

Ca2 ‘-Fosfolipido-factor Va <Marciniak, 1973; Nesheim y Mann, 1 983),

Estudios relizados por Barrowcliffe st al. (1987> y Shoen st al. <1989>

mostraron asimismo una disminución de la actividad anti~Xa cuando se medía

en esta forma más fisiológica. Estas observaciones sugieren que las altas

actividades anti-Xa de los componentes de muy bajo peso molecular de las

HBPM, medidas utilizando el enzima libre, pueden exagerar la influencia de

estos componentes ñ vivo.

.6.2 1otilk¡~n.dLn2ri~1ún..dtIrQmhIao

So ha indicado ya que el objetivo de cualquier anticoagulante es reducir,

retrasar o prevenir la generación de trombina, Aunque las acciones inhibitorias

de las HBPM sobre serín proteasas individuales son ahora bastante conocidas,

la complejidad del sistema de la coagulación hace dificil predecir qué

reacciones son más importantes para la inhibición de la generación de

trombina. Los estudios con enzimas aislados, incluso si se realizan bajo

condiciones fisiológicas, no son necesariamente una buena guia de la

capacidad global de heparina y de las HBPM para inhibir la generación de

trombina, Una de las principales razones para ello, es la existencia de los

‘feedback loops” de trombina, por los que las primeras trazas de trombina

producidas activan los cofactores VIII y y, dando lugar a un rápido incremento

de la generación de trombina subsecuente. Estudios realizados por Ofosu et

al. <1 987, 1989> y Hemker et al. (1987>, han puesto de manifiesto la

importancia de la inhibición de estos “feedback loops” de trombina por

heparina y HBPM. Las moléculas por debajo de 1 8 sacáridos, incluyendo un

pentasacérido sintético, son inhibidores relativamente débiles de generación
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de trombina, a pesar de su elevada actividad anti-Xa, mientras que las cadenas

de heparina alrededor de 1 8 sacáridos son inhibidores de generación de

trombina mucho más potentes <Ofosu et al., 1985; Barrowcliffe y Thomas,

1 989>.

La importancia de la inhibición de trosnbina se puso de manifiesto

asimismo por el hecho de que inhibidores sintéticos de trombina <p.e. hirudina

recombinante), que no tienen actividad antl-Xa, son eficaces inhibidores de

generación de trombina in vitro (Ofosu ot al., 1985; Grey et al., 1991).

1.6.3 Interu~Qbn q~~pwjelnas_neutralizantoih~Dau1m

Aunque la unión a ATIII es el principal determinante de las actividades

anticoagulantes de hoparina y 116PM, su acción global ¡a vivo puede ser

considerablemente afectada por la interacción con otras proteínas del plasme,

algunas de las cuales modtslan la actividad anticoagulante. Lo proteína más

importante en esta categoría es el factor 4 plaquetario (F4P>, que está

presente en los granulas -a- de las plaquetas y se íbera tras su activación.

Existen dos aspectos importantes de la interacción de F4P con heparino que

son relevantes para la acción de las HBPM ¡ti vivo. El primero es que la

interacción es dependiente del peso molecular (Lene et al., 1984, 1986)

requiriendo una longitud de cadena de al menos 1 8 sacáridos para su unión

óptima. Este es el mismo requerimiento que para la inhibición de trombina, de

forma que las moléculas por encima de 18 sacáridos, que tienen actividad antí-

Xa y anti-Ila, pueden ser completamente neutralizadas por F4P, mientras que

las moléculas inferiores a 18 sacáridos, que retienen actividad anti-Xe, son

más resistentes a la neutralización por F4P. Podría esperarse entonces que las

HBPM serian más efectivas que HNF como inhibidores de generación de

trombina en plasmo rico en plaquetas <PRP). Por otro lado, F4P interaccione
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igualmente bien con heparina de alta y baja afinidad por ATIII. Es decir que a

una concentración determinada de F4P, la presencia de moléculas de heparina

de baja afinidad protegerán de la neutralización a las moléculas de alta afinidad

y esta protección será superior en las preparaciones de heparina con mayor

proporción de moléculas de baja afinidad, como es el caso de las HBPM,

comparadas con HNF.

1.7 ACCIÓN ANTITROMBÓTICA EN MODELOS ANIMALES

Aunque los datos obtenidos de modelos animales pueden estimarse

únicamente como un sustituto de los resultados clínicos, puede extraerse una

información útil siempre que el modelo escogido sea relevante del proceso

patogénico de trombosis en el hombre, y que se utilicen técnicas bien

estandarizadas, La patogénesis de trombosis venosa englobe principalmente

hipercoagulabilidad y estasis, teniendo solo un papel menor la activación de

plaquetas y el daño de vasos sanguineos (Thomas, 1 988). Uno de los modelos

animales más ampliamento utilizado para el estudio de heparina y

anticoagulantes similares es el modelo de estasis en conejo, originalmente

desarrollado por Wessler <1 959, 1962>. Como fuente de hipercoagulabilidad

en el modelo original se utilizó suero humano, que contenia varios factores do

coagulación activados. La combinación de la inyección do suero y estasis

venosa local, produce un trombo reproducible que puede utilizarse como base

para el estudio de los efectos de varios preparados anticoagulantes.

1.7.1 AccIón antitrombótica y actividad ant¡~j

La hipótesis de que la prevención de trombosis por heparina estaba

fundamentalmente relacionada con su actividad anti-Xa, se basaba en dos

lineas de razonamiento, En primer lugar, el éxito clínico de ba]as dosis de
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heparina en la prevención de TVP post-cirugia era difícil de explicar, ya que a

esas bajas dosis apenas se obtenía prolongación del tiempo de coagulación en

ensayos de APTT, En segundo lugar, debido a la naturaleza de amplificación

de la cascada de la coagulación, la inhibición de factor Xa podría proveer

mayor acción antitrombótica que la propia inhibición de trombina. Los estudios

iniciales con fracciones de bajo poso molecular de heparina, apoyaban la

hipótesis de que la actividad anti-Xa estaba unida a sus efectos

antitrombóticos. Por ejemplo, Thomas ot al. <1981), utilizando un modelo

Wessler de estasis en conejo, con suero como estímulo, encontraron que una

fracción con PM alrededor de 8000 era tan eficaz como HNF, cuando su

actividad so expresaba en mg ó en unidades anti-Xa, a pesar de que

presentaba únicamente la mitad de la actividad de HNF en ensayos APTT.

Holmer et al. (1982), encontraron resultados similares con una fracción de PM

alrededor de 4000 que mostraba únicamente el 20 % de la actividad APTT de

HNF, y lo mismo ocurrió en otros grupos que utilizaron una variedad de

fragmentos de heparina con PM medio de 4000 a 6000 (Bergvist et al., 1985;

Diness ot al., 1986>. No obstante todas estas preparaciones eran

heterogéneas y no podía concluirse si la actividad anti-Xa era la única

responsable del efecto antitrombótico.

En 1 982, aparecieron tres publicaciones que mostraban evidencia de la

hipótesis opuesta. Holmer et al. (1982>, utilizando fragmentos de PM 2100,

3300 y 4000, encontraron que los fragmentos de peso molecular más

pequeño, que tenian elevada actividad anti-Xa y casi ningún efecto sobre el

ensayo APTT, eran pobres agentes antitrombóticos. Thomas et al. <1982>,

mostraron que un decasacárido homogéneo con alta afinidad por ATIII, apenas

presentaba acción antitrombótica, a posar de tener una actividad anti-Xa

superior a 1000 UlImg. Un fragmento mayor de 1 6 sacáridos fue más efectivo

pero solo la mitad de activo que HNF, como lo era un fragmento de 20-22
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sacáridos. Una discordancia similar entre actividad anti-Xa y acción

antitrombótica se informó por Ockelford et al. <1 982), para un fragmento de

PM 3000. Igualmente, Mattson et al. <1989) encontraron una gradual

disminución de potencia antitrombótica, al valorar oligosacáridos individuales

de 8 a 20 unidades en un modelo do estasis en conejo, a medida que

disminuía la longitud de la cadena. Es decir, la correlación entre actividad

antitrombótica y actividad anti-Xa se rompe por debajo de 18 sacáridos y por

ello en este rango, el peso molecular parece ser el más importante parámetro

do la acción antitrombótica.

Una razón de la pobre correlación con la actividad anti-Xa para un muy

bajo peso molecular, puede ser el método de medida de actividad anti-Xa ya

comentado, en el que se utiliza factor Xa libre en ausencia de iones calcio u

otros componontes del complejo protrombinasa. Esto puede ayudar a explicar

la disminución gradual en actividad entitrombótica, encontrada por Mattson,

al disminuir el peso molecular.

.7.2 A~aL~nAnilwrnbLy..n9IMdatuntLh

La importancia de los “feedback loops” do trombina y la relativa

ineficacia como inhibidores de generación de trombina de oligosacáridas con

actividad anthXa únicamente, ha subrayado que la potenciación de la

inhibición de trombina por heparina y las HBPM es el parámetro más relevante

para su capacidad global de inhibición de generación de trombina. Puesto que

los oligosacéridos inferiores a 18 unidades, que no presentan actividad anti-lla,

son también agentes antitrombáticos menos eficaces que las moléculas más

grandes, la cuestión a plantear es si la actividad anti-lla de estas cadenas más

largas es importante para su acción antitrombática. Esta hipótesis es difícil de

valorar con heparina y 116PM ya que no existen cadenas de sacáridos que
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presenten actividad anti-lla sin tener también actividad anti-Xa. No obstante,

Ofosu a al. <1988>, mostraron que los polisacáridos sulfatados dermatén

sulfato y pentosán sulfato, que no tienen actividad anti-Xa pero catalizan la

inhibición de trombina via el cofactor II de heparina, eran agentes

antitrombóticos eficaces si se administraban en dosis elevadas. Estos estudios

demostraban que preparaciones que inhiben únicamente trombina pueden ser

eficaces agentes antitrombóticos, aunque a mayores dosis que HNF, y que un

relativamente modesto incremento en la capacidad de los plasmas para inhibir

trombina, que no puede detectarse por ensayos de anticoagulación

convencionales, podría ser suficiente para dar un efecto antitron’ibótico, al

menos en el modelo animal estudiado. Por último, nuevo soporte del papel de

la inhibición de trombina en la acción antitrombótica ¡a vivo se ha aportado por

el grupo de Amar et al. <1990>, utilizando tromboplastina como estimulo

trombogénico, al encontrar una buena correlación entre las actividades

antitrombótica y anti-Ila de HNF y dos 116PM.

1.8 RELEVANCIA CLÍNICA DE LAS ACTIVIDADES ANTI-Xa Y ANTI-lla

En el marco de la profilaxis de TVP, que es la principal indicación de las

HBPM, la tabla 2 recoge un resumen de las dosificaciones de las varias 116PM

utilizadas en clínica <información dada por los fabricantes>. Puede observarse

que las actividades anti-Xa de las distintas HBPM cubren un rango reducido1

de 2000 a 3600 UI, mientras que las actividades antí-lla de las mismas

preparaciones cubren un rango de factor 5. En la situación clínica referida1

parece existir una mejor correlación de la dosis eficaz con la actividad anti—Xa,

que con la actividad anti-lla. La explicación no obstante se complico por el

hecho de que estas preparaciones se administran subcuténeamente, y las

diferencias en absorción de las moléculas con actividades antl-Xa y antl-lIa

podrian tener un papel importante. En el tratamiento de trombosis venosa
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existen pocos estudios de HBPM bien controlados, que hayan sido publicados

hasta el momento <Albada et al,, 1989; HuIl et al., 1992; Hulí y Pineo, 1992>,

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

cliii ices.

PROFILAXIS DE TVP

mg oXa <UI> alía <UI)

FRAGMIN

LOGIPARIN

FRAXIPARIN

CLEXANE

c~418

c~45

c~n32

c~t20

2500

3500

3100

2000

1100

2400

860

500

Tabla 2. Dosis de las distintas HBPM comerciales utilizadas en profilaxis de
TVP, expresadas en términos de peso, actividad anti-Xa y actividad anti-Ila.

Globalmente, puede decirse que los resultados clínicos no apoyan la

hipótesis de que la actividad anti-lla de las 118PM sea más importante que su

actividad anti-Xa en la acción antitrosnbótica ¡ti vivo, Una posible explicación

es que en todos estos ensayos clínicos, la actividad anti-Xa fuera solo un

marcador de la actividad biológica real, esto es de la inhibición de los

“feedback loops” de trombina, En cualquier caso la actividad onti-Xa es

probablemente el mejor indicador de los sitios de unión a ATIII, prerrequisito

de la actividad antitrombática. En este sentido, el Profesor Ofosu sugirió que

los ensayos anti-lla son insuficientemente sensibles y observó (Ofosu et al.,

1988> que la inhibición de trombina adicionada a plasma no diluido se

correlacionaba con la actividad antitrombótica en animales.

Otra posible explicación para la pobre correlación de ensayos anti-lla con

la situación ¡ti vivo, enunciada por el profesor Hemker <1987>, es que las

1
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actividades relativas de HBPM y HNF pudieran ser diferentes en presencia de

F4P, por su menor neutralización de 116PM que de HNF.

Los estudios recogidos en esta Introdiscción constituyen el limite del

conocimiento sobre los mecanismos de acción de las 116PM, ¡ti vivo. A pesar

de importantes investigaciones durante las últimas dos décadas, la acción

terapéutica de heparina no está bien entendida y es en el marco de estos

antecedentes en el que se inició la investigación descrita en esta memoria.
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II. JQSTIFjIQACIÓN Y OBJETIVOS

La heparina de bajo peso molecular (118PM> esté demostrando ser una

alternativa bien establecida frente a la heparina no fraccionada <HNF>,

particularmente en la profilaxis de trombosis venosa profunda <TVP>, donde la

conveniencia de una única inyección diaria, en lugar de dos o tres como para

HNF, constituye una ventaja definitiva. Sin embargo existe todavía una

importante controversia sobro los mecanismos de su efecto antitrombótico ir>

vivo, y en particular acerca de la relevancia de los varios ensayos y actividades

anticoagulantes ir> vitro con respecto a sus acciones ¡ti vivo.

Esta memoria, después de haber revisado de forma detallada la situación

de esta controversia <ver Introducción>, estudiará principalmente la relación

entre las actividades antitrombóticas de 4 118PM comerciales (FAO, LOO, FAX,

CLX> determinadas en un modelo animal y sus actividades anticoagulantes

medidas 4> yuta, siempre en comparación con su precursor HNF.

Se recogen a continuación los objetivos desarrollados o lo largo de esta

iii ves ti g a ciéiv

1. Determinar la capacidad de distintas HBPM y de HNF para inhibir la

generación de trombina en plasmo pobre en plaquetas <PPP> y evaluar lo

relación de estas actividades con las obtenidas en ensayos amidoliticos

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

2. Estudiar el efecto del Factor 4 Plaquetario <F4P) purificado sobre las

actividades de HNF y de las 118PM en los sistemas de ensayo de actividad

anti-Xa y actividad anti-lla por sustratos cromogénicos, y de generación de

trombina en PPP.
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3. Medir las actividades inhibitorias de HNF y las distintas HBPM en el

ensayo de generación de trombina en plasma rico en plaquetas (PRP>, y

analizar el significado de estas actividades en relación a las encontradas en

PPP y en PPP+F4P,

4. Investigar la capacidad de HNF y cte las HBPM para prevenir la

formación del trombo en un modelo de estasis venosa de Wesslor en conejo,

utilizando suero humano como estímulo troníbogénico.

5. Elucidar la correlación entre la eficacia antitrombótica ¡ti vivo y las

actividades anticoagulantes in y/ero de las distintas HBPM y de HNF. Los

ensayos ¡ti vhro valorados corresponden a los ensayos de generación de

trombina, en presencia y ausencia de plaquetas, y a los ensayos de sustratos

cromogénicos anti.-Xa y anti-lla.

1

44

44
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III, MATERIALES Y MÉTODOS



111.1 MATERIALES

111.1.1 Ealrsnwi

111.1.1.1 40 Patrón Internacional de HNF [HNF(PI)]

Liofilizado de heparina sódica, extraída de mucosa intestinal porcina,

envasado en ampollas; peso medio del liofilizado 9.2 mg. La potencia

estimada, 1780 UI por ampolla, se valoró en un estudio de colaboración

internacional <Thomas et al., 1984>.

Este patrón se estableció en 1 983 por el Comité de Expertos de

Estandarización Biológica (CEEB), de la Organización Mundial de la Salud

<OMS>. La preparación se distribuye por el NIBSC <código 82/602>, Potters

Bar, Herts EN6 30G, acompañada de información adicional sobre la

reconstitución y mantenimiento del patrón.

111.1.1.2 1’ Patrón Internacional de HBPM (HBPM<PI)]

Preparación de heparina de baje peso molecular <sal sádica>, envasada

y liofilizada en ampollas; peso medio del liofilizado 10 mg. El principio activo

so preparó a partir de hoparina sádica no fraccionada, procedente de mucosa

porcina, por despolimerización controlada con ácido nitroso y reducción por

borohidrato sádico. El 90% de los polisacáridos de esta preparación se mueve

en un rango de masa molecular de 2000 a 9000 Da, siendo su masa molecular

media alrededor de 5000 Da.

La preparación se calibrá en un estudio de colaboración internacional

(Barrowcliffe et al., 1988>, asignándose las siguientes potencias:

O,

Y
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- 1680 UI de actividad anti-factor Xa por ampolla

- 665 UI de actividad inhibitoria de trombina por ampolla

El valor de potencia anti-factor Xa se utilizará siempre que se realicen ensayos

de coagulación o amidoliticos para medir esta actividad, ya sea en plasma, o

en un sistema purificado con ATIII. El valor de lo actividad inhibitoria de

trombina se utilizará como referencia cuando esta actividad se mida en

cualquiera de los sistemas de APTT, tiempo de trombina o inhibición de

trombina en ensayos amidoliticos.

Este patrón se estableció por el CEES do la OMS en 1986. Se distribuye

igualmente por el NIGSC, código 85/600, con información adicional sobre el

uso de la preparación.

11111.3 l~ Patrón Internacional de Trombina Humana

Extracto de fracción III de Cohn obtenida a partir de una mezcla de

plasma humano, siguiendo el método de Miller y Copeland <1962>, con un

contenido de 100 UI de trombina por ampolla. Consiste principalmente de

a-trombina, con alta proporción de fi y y-trombinas.

Este patrón se estableció en 1 975 sobre la base de un estudio de

colaboración internacional <Robertson ot al,, 1975>. El Comité Internacional de

Trombosis y Hemostasis recomendó su adopción y la unidad que define. Una

unidad NIH <National Institute of Health, U,S.A> es comparable a una unidad

internacional de este patrón. Se distribuye por el NIBSO con el código 70/1 57.

111.1.1.4 l’ Patrón Internacional de a-Trombina Humana

Preparación liofilizada de a-trombina de alta pureza, obtenida a partir de
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la fracción III de Cohn, según el procedimiento de Fenton et al. (1977). En un

estudio de colaboración internacional <Gaffney et al., 1 992>, se le asignó una

potencia de 100 UI por ampolla.

Esta preparación se estableció como patrón internacional por el CEES,

OMS, en 1991. Las ampollas se distribuyen por el NIBSO, código 89/588, con

información adicional sobre las caracteristicas e instrucciones de uso de este

material.

111.1.1.5 1” Patrón Internacional de F4P Humano Purificado

Liofilizado de F4P disuelto en NaCí 0.OM Tris 10 mM, pH 8.2, con 2

mg/ml de albúmina humana corno estabilizador, y envasado en ampollas

<Campbell, 1974>. Esta preparación se valoré por radioinmunoensayo <AlA>, en

un estudio de colaboración internacional <Curtís y Kerry, 1 983> y la estimación

del contenido de F4P fue de 382 ng/ampolla.

El patrón (NIBSC código 83/505> se estableció por la OMS <CEEB> en

1 984 y está actualmente extinguido. Las ampollas se almacenaron a -40W.

111.1.1.6 Calibrador de 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 preparación se presenta en ampollas, que

contienen 21.48 ±0.15 mg del calibrador, almacenadas a -20W. Se

estableció en 1991 por el Comité Científico de la Sociedad Internacional de

Trombosis y Hemostasia. Se distribuye por el NIBSC con el código 90/686.
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111.1.2.1 Fragmin <FRO)

Jeringas prallenadas, 5000 UI anti-Factor Xa en 0.2 mí; concentración

<p/v> 170 mg/mI. Lotes 42409 y 45331. KabiVitrum AB, Sweden.

111.1.2.2 Logiparin <LOO>

Jeringas prellenadas, 3500 UI anti-Factor Xa en 0.3 mí; concentración

<p/v> 140 mg/ml. Lote 220690. Novo Nordisk, Copenhagen, Danemark,

111.1.2.3 Fraxiparina <FRX>

Jeringas prelíenadas, 3100 UI anti-Factor Xa en 0,3 mi; concentración

<p/v> 100 mg/ml. Lote Cl. Labaz, Sanofi, Barcelona, España.

111.1.2.4 Clexane (CLX>

Jeringas prellenadas, 4000 UI anti-Factor Xa en 0.4 mí; concentración

<p/v> 100 mg/ml. Lotes 4221 y 4253. Ahóno Poulenc Rorer, France.

111.1.3,1 Plasma Humana Normal

Se preparó a partir de sangre fresca de 6 donadores, recogida en CPD
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(Citrato-Fosfato-Dextrosa> - Adenina. A fin de obtener la máxima separación
‘4

de células, se realizó una doble centrifugación de las seis unidades de plasma

fresco, a 20000 rpm durante 45 minutos, y el plasma lipómico fue descartado

ya que reduce la sensibilidad a la heparina.
44

44

El plasrna obtenido se distribuyó en alícuotas de aproximadamente 5-7

ml en tubos de plástico, congelado rápidamente y almacenado a -40W o

inferior durante un período máximo de 6 meses. En el curso de la
4—

investigación, se utilizaron tres lotes diferentes de PPP identificados con la

fecha de mezcla: 31/7, 13/11, 15/1 - -,

Eliinm. rknslacww.taUfBEi

Obtenido a partir do sangre fresca de donadores individuales en ayunas,

recogida en citrato trisódlco 3.8% (1 voiumenl9 volúmenes de sangre>. La

muestra de sangre fue decantada cuidadosamente desde la jeringa por la pared

del tubo do plástico y mezclada suavemente dos o tres veces con el 1

anticoagulante. La centrifugación se realizó a 1100 rp,-n, durante 10 mm a

temperatura ambiente, sin freno da parada. En estas condiciones se obtuvo un
¿

rendimiento usual de 30 a 35%. Cuando este rendimiento no se consigue,
44

puede volverse a centrifugar a 1100 rpm otros cinco minutos. Un tiempo
mayor no es conveniente ya que en la parte superior del sobrenadante aparece
PPP. En la preparación del PAF se utilizaron tubos y pipetas de plástico para

minimizar la activación por contacto-

111.1.3.2 Suero Humano Normal

Se prepararon dos lotes diferentes. Para cada lote se recogieron 25 ml

de sangre por venipuntura primaria, de cada uno de 20 y 25 donadores sanos
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respectivamente, varones y hembras en ambos casos. La sangre, recién

extraída se activó con 2 mg /ml de caolín, en frascos universales de vidrio,

durante tres horas a 3700 y se dejó durante toda la noche e 4~C. La sangre

coagulada se separó por centrifugación a 2500 rpm durante 10 mm,

extrayéndose el suero que se repartió en alícuotas y se almacené a -40%.

Este suero se utilizó corno estímulo trombogénico in vivo, a la concentración

de 1 .32 ml de suero por kilo de peso do conejo.

Se realizó un control de anticuerpos frente al virus de la

inmunodeficiencia humana <VIH>, <enzlmoinmunoensayo Abbott, RecVIH 1 y

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

IiLl.33 FibrInógeno Bovino

Fibrinógeno Bovino Diagen, viales liofilizados de 24 mg. Lotes FN 11 9

y FN 121, Diagnostlc Reagents Ltd., Reino Unido.

111.1.3.4 Fosfolipída de Cerebro Bovino

Preparado en el NIBSC, código 86/516, a partir do cerebro bovino por

un método que minimiza su degradación oxidativa <Barrowcliffe et al., 1982>.

Contenido: 9.88 mg/ampolla. Cada ampolla se reconstituyó con 1 ml de agua

destilada y su contenido se distribuyó en alícuotas de de 25 o SOpI en tubos

de plástico, que se almacenaron a -40~C o inferior.

111.1.3.5 Arvin <Ancrod>

Ampollas topacio con 1 ml (70 UI> de una solución altamente purificada

de ancrod, enzima del veneno de Agk¡strodon rhodostoma. Fabricante: Knoll
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AG Laboratories, West Germany. El contenido de las ampollas se distribuyó
y’en alícuotas de 25 pl o 50 pl, en tubos Eppendorf, que se mantuvieron

congeladas a -400C. 44

llL1.3.6 Control de trombocitos CTC-3

Constituido por trombocitos de origen animal estabilizados y

suspendidos en un medio bacteriostático isotónico semejante al plasme. El

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

IILI.3.7 ATIII Humana

44

Concentrado de ATIII envasado y liofilizado por el NIBSC en ampollas

<Canipbell, 1 974), con un contenido de 5 UI/ampolla, estabilizado con Monitol

<10 mg/mI> o Trehalosa <10 mg/mí>: códigos 87/742 y 87/744

respectivamente. El concentrado de ATIII, con una actividad específica de 4.2

U 1/mg, se fraccionó en el Centro Regional de Transfusión Sanguínea de LilIa

<Francia> a partir de plasma humano normal.

111.1.3.8 Trombina Humana ‘ji

4444-.

Alícuotas con 100 UI <20 pl> de trombina, congeladas a -800C- El lota

de concentrado de trombina de alta pureza <TH 0015), actividad específica

1700 UI/mg, se fraccioné a partir de plasma humano normal en el Blood
Products Laboratory (BPL>, Elstree, Reino Unido. Y

111.11.9 Factor Xa Bovino

Viales liofilizados de Factor Xa cromatografiado Diagen, 4-6
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unidades/vial, estandarizado frente a la referencia 75/590 del ICTH <Comité

Internacional de Trombosis y Hemostasis>, 1 unidad = 12.60 nM, Se utilizó

un único lote, XAS5, para todos los experimentos. Los viales se almacenaron

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

-44

111.1.3.10 Factor Xa Humano 9

—4

Alícuotas con 10 pl de una solución de 0.66 mg/ml de factor Xa

humano, obtenidas por donación del Dr. Ofosu, Mc Mester University Health -

Sciences Centre, Ontario, Canada. Las alícuotas se almacenaron a -80%. y

La solución de Factor Xa se preparó por activación RVV <Russell’s Viper 1Venom) del factor X humano y fraccionamiento subsecuente sobre una
columna Mono-Q, El factor Xa se eluyó en un tampón conteniendo acetato

sádico 20 mM, pH 7, o una concentración de 300 mM de NaCí.
44
44~
--<y

414’111.1.3.11 F4P Purificado Humano

PwQan~i~nJM¶SLe2L~48
Ey~

4-1-

El contenido asumido por ampolla liofilizada, 500 ng de F4P, se basé en LI
la información obtenida del protocolo utilizado en el estudio de colaboración

internacional <sin publicar> para establecer el patrón de F4P purificado humano.

Se desconocen más detalles de esta preparación. Las ampollas se almacenaron

a -40%. Li:4‘-9’
44~

Reactivo de F4P [F4P<RU k
4>

Preparación desecada, cedida por el Dr. Duncan 5. Pepper del National
4-9
444/
44”
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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 et al., 1 975 y la concentración se midió como peso seco de material,

Se recibieron dos envios de 13 mg cada uno, que se trataron como dos lotes

diferentes.

111.1.312 Otros Reactivos

Aj1~Úmiuw,tQ=dun: Polvo de fracción V desecado <humedad 1 %>, de
pureza 98 %. Sigma Chemical Co, St Louis, USA.

~uatrat~Q&CcQmQaúIÑQa:Sustratos Kabi, 8-2238 25 mg y S-2765 25
mg, Chromogenix Quad ratech, Surrey, Reino Unido.

CiQrnLQ~S~~iifl=L±1kQ1:Pureza 999 %. Reactivo analítico Fisona, FSA
Laboratory Supplies, Loughborough, Reino U nido.

A~Uavútk.cw.QktXDQU: Acido acético glacial. Reactivo calidad

analítica. Fison Ltd., Loughborough, Reino Unido.

I&otorvit: Diluyente utilizado en el Contador Coulter, Distribuido por
Coulter Electronics Ltd., Luton, Reino Unido,

AcQtn&.Amúo.kQ: Pureza 99%, Analar. Distribuido por BDH Ltd, Poole,

Reino Unido.

linkluzoLSiiIinQ: Pureza 99%, Fisons Analytical Reagent, FSA Laboratory
Supplies, Loughborough, Reino Unido,
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Sagatal, GOrng/ml, AME Animal Health Ltd,

Dagenham, Reino Unido.

2kLQU5iLs9QjQLufk~C~1Qw9~ÁCSICi2L1M: Solución volumétrica de

21 9.08 g de CaCI2.6H20, Analar. BDH Chomicals Ltd., Poole, Reino Unido.

Elidí ÁaiÑQL~iattadsrWflALZJ31iorLktJtvl-4-hvdroxvanisoleh Agente

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

Z 1t01CU2111Q12&QQHLCItSQQLLt2H2Q: Sal disódica del
ácido etilendiaminotetroacético, Analar. Distribuido por BDH Ltd. Poole, Reino

Unido,

IÑ,Áhdrnxim9tli)sminnmQThN1tC1G1tQH13JInm9.~auda1: Pu re za
99.6 %. Fisons Analytical Reagent, FSA Laboratory Supplies, Loughborough,

Reino Unido.

~ Pureza 99 %, Analar, Distribuida
por 0011 Ltd., Poole, Reino Unido.

Qavlflv Distribuido por BDH Chen-ilcais Ltd., Poale, Reino Unido.

111.1,4 ThmaQnQay..PlkwmflI

111.1.4.1 SolucIón Salina Normal <SS>

Solución de cloruro sódico al 0.85%. Se preparó en agua de calidad

Milli O.
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111.1.4.2 Tampón Tris Salino CTTS>, pH 7.4

n

Tris 50 mM

NaCí 150 mM

o/litro

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

6.06

8,77

Ajuste de pH: ácido clorhídrico (1101> concentrado.

111.1.4.3 Tampón Tris Salino Albúmina 1% <TTS Albúmina 1%>, pH 7,4

CnxnD QItQL~fl

Tris 50 mM

NaCí 150 mM

Albúmina Bovina

~ttItLQ

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

6-06

8.77

10

Ajuste do pH: HOI concentrado, antos de le adición de albúmina.

11l.144 Tampón Tris Salino Albúmina 1 %, 40 mM CeCí2, pH 7.4

Para preparar 1 litro de este tampón, 40 ml de una solución de CoCí2

1 M se adicionaron a 960 ml do TTS albúmina 1 %.

111.1.4.5 Tampón Citrato-Albúmina-Glyoxalino <CAG>, pH7.4

Citrato Trisódico 3.8%

Albúmina 20%

Imidazol 50 mM

NaCí 100 mM

30 ml

imí

1-50 mi

39



111.1.4.6 Tampón Tris EDTA, pH 8,4

Tris 50 mM 6-06

NaCí 175 mM

Na2EDTA 7.5 mM

10,23

2.79

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

Ajuste de pH: HCI concentrado.

1111.4.7 Tampón Tris EDTA Albúmina 1%, pH 8.4

Tris 50 mM 6.06

NaCí 175 mM 10,23

Na2EDTA 7.5 mM

Albúmina Bovina

239

10

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

Ajuste de pH: HO concentrado, antes de la adición de albúmina

111.1.4.8 Solución de Acetato Amónico 0,1 M

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

111.1.4.9 SolucIones de Cloruro Cálcico 3mM y 25mM

La solución de CoCí2 25 mM se preparó a partir de la solución de CaCI2

1 M, por dilución 1/40 en agua de calidad Milli O, La solución de CaCI2 3 mM

§LbtSQ

se obtuvo por dilución de la solución 25 mM, igualmente en agua ultrapura.
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11Lt4.10 Diluyente de F4P

ComPQaiQi~n
Tris 50 mM

NaCI2M

Ajuste de pH: HCI concentrado,

Diluyente de Fosfolipido

NaCí 150 mM

BHA 100 mM

Suspensión de Caolín

111.1.4.11

111.1.4.12

QLliILQ
6.06

117

gLUtm
8.77

18

Se prepararon suspensiones frescas de caolín en solución salina o TTS,

a la concentración de 5 mg/ml.

111.1.4.13 SolucIón de Ácido Acético 10%

Ácido acético glacial diluido al 10% en agua calidad MilIi Q.

De manera general, en la preparación de todos los reactivos se empleó

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

equipo Milli Q de la firma Millipore.

Analizador microcentrifuno automatizado ACL 300 Research: realiza un
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•1

amplio rango de ensayos, empleando ya sea una medida del coágulo por

nefelometría o una medida de reacciones cromogénicas mediante un detector

óptico que lee a 405 nm. instrumentation Laboratory Ltd, Warrington,

Cheshire, Reino Unido,

flQáqjÑLnQuALsirculante_termostntizad9, rango O a 15000. Grant

lnstruments Ltd. Cambridge, Reino Unido.

CwiUh[uuasSsnoa~t Beckman TJ—6 con Rotor TH-4 capaz de transportar
cuatro gradillas bascuiantes para dieciocho tubOs. Beckman lnstruments

yy

CñnliffuQiuQftLg§nlihL&iQ~uWtx2IQQtcIEt Sorvail, RC-56, con un rotor de

ángulo fijo SS-34 que permita una velocidad máxima de operación de 20000 4
rpm. DuPont lnstruments, Newton, CONN, USA.

<y

~ Schnitger and Gross
modelo 410 A 46- Heinrich Amelung KG, Reino Unido.

444
>4

EgLdpQ~WL&r~mntQgrntt±fgui~ÚLdAI1L.EfIQ~m. System Gold j
Beckman, Beckman instruments, que incluye~ Módulo de Solventes -~

Programable 1 26, de doble bomba; Módulo Detector Programable 166, y

Válvula de Inyección Modelo 210 A- Todos los módulos se controlaron e partir

de un ordenador personal Tandon Plus de 40 M, con el Software de 4
Cromatografia System GoId.

4>—Detector de índice de refracción, Modelo Refractomonitor IV, Ldc

Anal ytic al. 14

4<

Software PL CaliberTM GPC/SEC, con unidad de captura de datos de dos

4<
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canales totalmente independientes, PL-DCU, Polymer Laboratories, acoplados

a un ordenador personal APPEND 486, 4 Mb RAM y disco duro 1 20 Mb.

1m~r&~ítd&&LxQrn.ábúinm Deskject 510 de Hewlett Packard.

Pniwnn.slonriaián Mettler, Modelo AE 160, con un campo de pesada
de O a 162 gramos y una precisión de 0.1 mg.

»tlin&tro Beckman, Modelo Century 55-1, con escala expandida y
provisto de electrodo de referencia de calomelanos.

QQLIIaUQLiXLQtEUWIQa Coultor, modelo ZM, con tubo de 70 pm de
apertura. Coulter Electronics Ltd., Luton, Reino Unido,

11Lt6 ThdnLWQIÚUkQ.

ánimain~

Se utilizaron conejos blancos New Zealand, 2-3 Kg, libres de gérmenes

patógenos, machos y hembras distribuidos en igual proporción. Regal Rabbits,

Surrey, Reino Unido, Cada lote de conejos se mantuvo una semana en

cuarentena con dieta do mantenimiento y bebida libre, en condiciones de

temperatura controlada de 20-22 0C y ciclo de luz de 12 horas, Dos veces por

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

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

Uxbridge, Reino Unido.
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Tubos de plástico desechablos do 3, 7 y 10 ml con tapón de plástico y

tubos Eppendorf de 100 pl. Anglian Lab Products, Kent, Reino Unido.

Vasos de precipitados, matraces erlenmeyer, embudos y probetas de >1
distinta capacidad. Pyrex

Pipetas automáticas Pipetman de alta exactitud y precisión, modelos

P 20, P 100, P 200, P 1000 y P 5000, que cubren el rango de volúmenes de 1
lOpl a 5 ml. Puntas Gilson C 20 (amarillas> para pipetas P20, PiCO y P200; U
0 200 (azules> para pipetas P1000 y C 5000 <blancas) para pipetas P5000.

Para obtener volúmenes de 10 pl o inferiores, en particular para líquidos de

alta densidad, se utilizó una pipeta de desplazamiento positivo Microman con

sus puntas correspondientes. Gilson Medical Electronias, France. ->

<<:1
>4

Pipetas graduadas y de doble aforo deS y 10 ml. Blau Brand.
1

Placas Petri de plástico desechables, de 5 cm de diámetro. Blbby Sterilin -~

Ltd., Staffs, Reino Unido.

Columnas de HPSEC, TSK G2000SWXL y TSK G3000SWXL, ambas de

dimensiones 7.8 x 300 mm y tamaño de poro 5 pm. Tosoh Corporation,

Japan.
<>1>

y>

Cronómetros de laboratorio. Gama 1/5, modelo 3131, Suiza.
4’

Equipos para venoclisis estériles y apirógenos de un solo uso, con

agujas de 19.1 xO.8 xO6mm <Butterfly-21>; 19.1 xO,6x0.4mm <Butterfly- 1
23> y 22.2 x 1 .1 x 0.8 mm <Butterfly 1 9>. Venisystems, Abbott ireland Ltd,

>4->

Sligo, lreland.
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Hilo de seda de suture negro, en carrete US 5/0. Pearsalís Sutures,

Reino Unido.

Toallitas de gasa: T5 cm x 7.5 cm, de ocho hilos, Vernon - Carns Ltd.,

Preston, Reino Unido.

Material de disección: el equipo utilizado se obtuvo de John Weiss &

Son Ltd. London, Reino Unido. Se detulla a continuación el tipo de material

u ti liza do:

- Pinzas hemostáticas, de acción cruzada, ligeras y curvas <Ref. 69506)

- Pinzas hemostáticas de mosquito de Halstead, curvas (Reí. 6981 C>

- Tijeras curvas de punta roma

- lijaras planas de punta afilada

Tijeras de excisión C.O,F., curvas, 15 mm longitud de corte (61012>

- Tijeras planas tipo strebismus, punta curva, 14 mm de corte (610660>

- Cuchillas desechables de bisturí y portacuchillas (Aef. Paragon 4>
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111.2 MÉTODOS

111.2.1 =rgmntQ§rttiLsLeExclusion Molecular de Alta Eficacia (HPSEC)

:

-f
P1fldUu.dÓffileitMaatM~IagutoLail1Wfl

El principio del procedimiento fue propuesto por Nielsen <Van Dedem y

Nielsen, 1991; Nielsen, 1992> y esté basado en el hecho de que la relación

entre la absorbancia al UV, a 235 nm ó 254 nm, y la respuesta del indice de

refracción de la heparina degradada por heparinasa, está linealmente
-4-ii

correlacionada con el grado de polimerización, esto es, con el número de -

disacáridos por cadena de dicha heparina.

En este sentido, el establecer un modelo de elucián de una 116PM

utilizando ambos niveles de detección, absorbancia e indice de refracción 44,

44444

simultáneamente, permite calcular la curva de calibración del sistema, - y
Obtenida la curva do calibración, es suficiente utilizar la detección del indice

de refracción para determinar la distribución del tamaño molecular de
‘-1

heparinas desconocidas.

Instrumental ‘4-4

- ~isIewa cromatoaréfico YJ

fi 4-
Se utilizó un equipo de HPLC System GoId, al que se conectó un

- si>
detector de Indice de refracción, en serie, Puesto que los detectores de indice
de refracción son sensibles a la presión, el detector de indice de refracción se

colocó después del detector UV, Todos los módulos se controlaron desde un

ordenador personal, mediante el Software de cromatografía System GoId. 4’
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La recogida de datos de los Indices de absorbancia y de refracción y su

integración, se realizó con ayuda del Software PL Caliber TM GPCISEC, a través

de una unidad de obtención de datos, PL-DCU de dos canales totalmente

independientes, acoplada a un ordenador personal.

Las columnas de HPSEC se escogieron para resolver en distintos picos

los oligosacáridos de menor peso molecular en las muestras Se utilizó una

combinación de dos columnas, conectadas en serie.

Reactivos

Se utilizó un oluyente de acetato amónico 0.1 M. Se requirió una fuerza

jónica elevada con el fin de evitar interacciones entre la columna y las

muestras de heparina.

- EW9J1ibt~Q1~fl

Muestras del calibrador se reconstituyeron con 2.5 ml de una solución

de acetato amónico 0.1 M conteniendo 1 mg/ml de sacarosa, para obtener una

concentración de aproximadamente 10 mg/mI. La solución se repartió en

alícuotas de 100 pI, que se almacenaron a -20% para uso ulterior.

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

heparina no fraccionada parcialmente degradada por heparinasa. La acción de

esta enzima causa la partición de la heparina, dejando en el extremo no
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reductor del fragmento resultante, un residuo de ácido urónico no saturado

con absorbencia en el espectro ultravioleta <A máx. 235 nm>. La heparina no

fraccionada no tiene tal absorbencia. Se estableció que la relación del número

de cadenas que llevan el cromóforo sobre las que no lo llevan es constante

para cada preparación y es independiente de la longitud de la cadena. La

absorción Uy a 235 nrn puede por consiguiente estimarse una medida relativa

de la concentración molar (n0 de moléculas) a lo largo de todo el rango de peso

molecular de la heparina. Se asume además que el indice de refracción

diferencial <IR> es una medida relativa de la concentración de masa y por

consiguiente la relación IR/UV es una ¡pedida relativa de peso molecular.

Muestras

Se incluyeron en el estudio muestras de HNF (Pl> y de cuatro HBPM

comerciales <FRG, LOG, FRX y CLX>. Para los ensayos, se prepararon

soluciones de concentración 10 mg/ml en acetato amónico 0,1M, conteniendo

1 mg/ml de sacarosa, de cada una de las heparinas referidas.

Procedimiento

El método utiliza un único patrón de calibración, 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

análisis de HNF.

Se aplicaron 20 pl de le solución de 10 mg/ml del calibrador sobre el

equipo descrito, utilizando como fase móvil acetato amónico 0,1 Nl a un flujo
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de 0,5 mí/mm. La longitud de onda del detector UV fue 234 nm y la

sensibilidad del refractómetro de 0.01.

El tiempo de retraso entre los dos detectores utilizados, UV e IR, fue

exactamente determinado para asegurar que en los cálculos se utilizarían

segmentos de elución correspondientes, es decir que los cromatogramas de

cada uno de ellos podían ser alineados correctamente. Los tiempos de

retención utilizados en la calibración fueron los correspondientes al detector

IR. Es por consiguiente esencial que una vez que el sistema se ha calibrado no

se produzca ningún cambio en el proceso cromatogréfico.

Como se ha indicado anteriormente el grupo cromóforo que lleva el

calibrador os espectrofotométricamente detectable por su absorbencia en el

espectro UV a 234 nm. Si durante la cromatografía, el eluyente de la columna

es monitorizado con un detector UV a 234 nm y con un detector de índice de

refracción, se obtiene una señal que es proporcional al número de moléculas

(UV 234> y a la masa (detector IR) en cualquier punto del patrón de elución.
Puesto que la masa molecular es igual a la masa por molécula, esta cantidad

puede ser calculada en cualquier punto, siempre que las constantes de

proporcionalidad sean conocidas.

Estas constantes pueden ser calculadas a partir de una posición en el

cromatograma donde la masa molecular sea conocida, por ejemplo en le

posición de un tetra o un hexasacárido, Nielsen estableció que estos factores

verían muy poco o nada a lo largo de la elución de las preparaciones de HBPM

degradadas enziméticamente. Debo hacerse una asunción para la masa

molecular del tetra o hexasacárido “conocido” puesto que el oligómero de

heparina es heterogéneo debido a las diferencias en el grado de sulfatación.

Por motivos de simplicidad, se esté haciendo convencional aproximar el peso
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molecular de una unidad de disacérido a un tamaño de 600 Da, Esta

convención se siguió en el método que se describe,

El factor de normalización utilizado para calcular el peso molecular de

la relación IR/UV se obtuvo a partir del área total bajo las curvas de UV

<1UV214> e IR <XIR>, excluyendo sales de la muestra y picos del solvente al final

de los cromatogramas, determinando el cociente de la relación entre el área

de la respuesta de IR y la respuesta UV. El factor “F” se calculé entonces con

ayuda del valor ~ Número de Masa Molecular Media del calibrador, que se

incluye con la información distribuida con este patrón.

La relación UV/IR se midió en el máximo de cada pico y se calculó un

factor de normalización <E> de forma que lR/UV (norm.) = IR/UV x F = n, Los
pesos moleculares pueden calcularso a partir de estos valores normalizados:

PM = 600n. La tabla resultante de tiempos de retención y pesos moleculares

correspondientes, se utilizó para desarrollar una curva de calibración para el

sistema cromatogréfico. Estos cálculos se realizaron con la ayuda del software

PL Caliber
1M GPC/SEC.

- Análisis de muestras

Una vez calibrado el sistema, se analizaron las muestras problema,

siguiendo exactamente el mismo método descrito para el calibrador,

asegurando la complete elución de la muestra y picos del solvente.

La masa molecular media se define por la expresión Z<R1
1M1/1R11), donde

Rl1 es la cantidad de sustancia que se eluye en la fracción “i” y Nl1 la masa

molecular correspondiente a la fracción. En base a las lecturas de los indices

de refracción, se calcularon con el mismo software ya mencionado, la masa

50



molecular media, y el porcentaje de moléculas con masa molecular inferior a

3000 Da, entre 3000 y 8000 Da y superior a 8000 Da, para cada una de las

muestras estudiadas.

111.2.2 Ii§moo de Trombonlastina Parcial Activada

El Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (APTT> es el ensayo más

ampliamente utilizado en el laboratorio clínico para la monitorización de

heparina <Thomson y Poller, 1989>, El fundamento del método consiste en

coagular el plasma con calcio y una cantidad óptima de fosfolipidos (factor 3

plaquetario>. Este método fue diseñado para demostrar las deficiencias de la

via intrínseca, generación de trombina en la coagulación intrínseca, pero está

también influenciado por cualquier deficiencia a lo largo del tramo final de la

cascada de la coagulación. En la práctica, estaré afectado por todos los

factores de coagulación excepto Factor VII y Factor 3 Plaquetario (F3P).

Reactivos

ALaJxaIQL. Se utilizó caolín como activador para obtener una activación
superficial óptima del factor XII, a la concentración de E mg/ml en solución

salina y un tiempo de activación de 10 mm, Tiempos de activación más cortos

pueden utilizarse pero tienden a dar tiempos de coagulación más largos y

mayor variabilidad. Muchos reactivos comerciales contienen otros activadores

distintos de caolín, especialmente ácido elégico, con el inconveniente de

producir pendientes más planas <Barrowcliffe y Gray, 1981).

Es=~fQ1.f¡aicta. Los reactivos de fosfolípido difieren considerablemente en

su sensibilidad a la heparina. En un estudio comparativo <Barrowcliffe y Grey,

1 981> los reactivos más sensibles, esto es, aquéllos que daban la curva dosis-
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respuesta de mayor pendiente dieron también los ensayos de heparina más
precisos. En los ensayos APTT que figuran en la presente memoria se utilizó

la preparación de fosfolipido NIBSC 86/516, a una dilución 1/300 en una

solución 0.15 M de NaCí conteniendo 0,1 mM del agente antioxidante

hidroxianisol butilado <BHA>. Alternativamente, podía utilizarse TTS o solución

salina normal si la preparación se iba a emplear de forma inmediata, La

solución de trabajo, mantenida en baño de hielo durante los ensayos, se

deseché al cabo de un máximo de 2.5 horas.

Muestras

UNES

En el marco de este método, se utilizaron concentraciones de 1 y 2 pg

de HNF <Pl>, 2 a 8 pg de HBPM <Pl) y 1 a 5 pg de Clexane <lote 4221> por ml

de plasma, que se prepararon de la forma siguiente para los ensayos:

- El patrón internacional de HNF se reconstituyó con 920 pl de agua

destilada para obtener una solución “stock” de concentración 10 mg/mí, que

se repartió en alícuotas de 100 pl, almacenadas a ~4OoC.A partir de estas

alícuotas se prepararon diluciones de trabajo de concentraciones 10, 20 y 40

pg/ml, en TTS, Para los ensayos, se tornaron alícuotas de 5 o 10 pl de estas

solLi ci ones.

- Una solución stock de 10 mg/ml se obtuvo igualmente para el patrón

internacional de HBPM que se reconstituyó con 1 ml de agua destilada, Su

contenido se distribuyó y almacenó en las mismas condiciones que las

indicadas para HNF. A partir de esta solución stock se obtuvieron una serle de

diluciones de trabajo de concentraciones 40, 80, 1 20 y 160 pg/ml de HBPM
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(Pl> en TTS, De estas soluciones se tomaron 5 pl para los ensayos.

- Para Clexane, se partió de una solución de concentración ‘100 mg/ml

de esta preparación y se obtuvieron diluciones independientes de

concentración 20, 40, 60, 80 y 100 pg/ml en TTS. Como en el caso anterior,

se tomaron 5 pl de estas soluciones para su análisis.

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

los ensayos.

~.gncentradosde Factor 4 Plapuetario IEAPJ.

- NIBSC 83/505

Se estudiaron inicialmente concentraciones de 0.5 a 8 ng/ml de plasme

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 5 pl para su adición

a las muestras de plasma para ensayo. En ensayos subsiguientes se utilizaron

concentraciones de 764 ng/ml y 382 ng/ml de plasme, obtenidas ni

reconstituir las ampollas con 0.5 y 1 ml de agua destilada respectivamente;

100 pl de cada una de estas soluciones se utilizaron directamente en los

ensayos.

- NIBSC 82/648

El contenido de las ampollas de esta preparación <500 ng> se

reconstituyó con 1 ml y 05 ml de agua destilada, respectivamente. Se

tomaron 1 00 pl de cada una de estas soluciones, a fin de obtener

concentraciones finales de 500 y 1000 ng de F4P/ml de plasma para ensayo.
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- F4P (R>

Un lote de esta preparación <13 mg> se utilizó en los ensayos de APTT.

Se disolvió en 2.6 ml de NaCí 2M, Tris 50 mM pH 7.4, para conseguir una

solución stock de 5 mg/ml. El contenido se repartió y congeló de forma rápida

y las alícuotas se almacenaron a -40%.

Se analizaron cuatro series distintas de concentraciones de la

preparación F4P(R>:

a> 0.4 a 2 pg/ml de plasma, que se obtuvieron a partir de las diluciones

de trabajo de concentraciones 80, 1 20, 1 60, 200 y 400 pg/ml de NaCí 2 M

Tris 50 mM pH 7.4, por adición de 5 pl de estas soluciones en muestras de

plasma heparinizado;

b> 5, 7,10 y 20 pg por ml de plasma, que se habian obtenido a partir

de soluciones de 100, 140, 200 y 400 pg por ml del diluyente de F4P, de las

que se tomaron 5 pl para los ensayos;

c> Una tercera serie, de concentraciones de 14, 25, 30, 35, 40, 45 y

50 pg de F4P/ml de plasma que se prepararon, como en los casos anteriores,

al tomar alícuotas de 5 ~ulde las soluciones de 280, 500, 600, 700, 800, 900

y 1000 pg de F4P/ml de NaCí 2 M Tris 50 mM PH 7.4, para su adición en las

mezclas de ensayo;

d> Por último se estudió un rango de concentraciones superior, de 60,

70, 80, 90 y 100 pg/ml de plasma, obtenidas al submuestrear 5 pl de las

soluciones de trabajo de 1200,1400, 1600, 1800 y 2000 pg/ml de NaCí 2M

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

jornada de trabajo, manteniéndolo en baño de hielo.

Procedimiento

Alícuotas de PPP se descongelaron en baño de agua a 37~C y se

mantuvieron en baño de hielo. Para los ensayos se prepararon mezclas de 90

pl de plasma, 5 pl de HNF o HBPM y 5 pl de F4P, a las concentraciones

adecuadas de estos materiales <Diseño 1>. En cada ensayo se incluyeron

controles para determinar el tiempo de coagulación del plasma en ausencia de

heparina, añadiendo 5 pl de TTS y 5 pl de la dilución correspondiente de F4P

a 90 pl de plasma; el tiempo de coagulación del plasme en ausencia de
hoparina y de F4P, añadiendo 10 pl de TTS en su sustitución; el tiempo de

coagulación del plasma heparinizado en ausencia de F4P, sustituyendo este

material por su diluyente y por último para conocer la influencia de las

distintas concentraciones de F4P en ausencia de heparina, se añadieron 5 pl

de su diluyente y Sp1 de TTS. La composición de las muestras estudiadas en

este diseño es equivalente a la utilizada en los ensayos de inhibición de

generación de trombina, que se describen más adelante.

100 pl de cada muestra problema, distribuidos en tubos de plástico, se

dispusieron en los coagulómetros y se atemperaron a 37W durante 1 minuto.

Cada una de las muestras se valoré por duplicado. Se añadieron 100 pl de

caolín bien resuspendido <5 mg/ml en solución salina> e igualmente atemperado

a 37%, y se agitó para su mezcla. Un intervalo de 30 seg se permitió entre

cada coagulómetro de cuatro canales. Transcurridos 9 mm y 45 seg desde la

adición del caolín, se añadieron 100 pi de fosfoll’pido <1/300 en NaCí 0.15 M

BHA 0,1 mM> sobre cada mezcla de incubación en cada coagulómetro.

Exactamente a los 10 mm se inició la reacción de coagulación, por
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recalcificación con 100 pl de CeCí2 25 mM en cada uno de los tubos, y se

recogieron después los tiempos de coagulación.

Se utilizó además un diseño alternativo para la preparación de las

muestras problema: 100 pl de plasme heparinizado <90 pl de plasma más 10

pl de HNF> a los cuales se añadieron 100 pl de la concentración adecuada de

F4P <Diseño 2>. Esta opción se escogió para aprovechar la máxima

concentración permitida por el contenido de las ampollas de concentrado de

F4P, 83/505 y 82/648. Igualmente, se incluyeron procedimientos de control

para identificar el efecto de cada concentración de F4P, en ausencia de HNF,

asi como el efecto de 1 pg de HNF y de las soluciones tampón.

Se recoge e continuación un esquema de los diseños 1 y 2 antes

referidos y del método APTT utilizado,

Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada

Diseño 1
~ 90 pl de plasme + Epí de heparina + 5 pl de F4P

Muestra

Problema
90 pl de plasma

> 100p1 { + + lOOpIdeF4P
Diseño 2 10 pl de heparina

100 pI de caolín 6 mg/ml en solución salina normal
Incubación a 37~C
A 9 mm 45 seg, 100 pl de fosfolípido (dilución 1/300>.
A 10 mm, 100 pI de 25 mM de CaCI2
Recogida del tiempo de coagulación
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Sistema de detección del coágulo

La detección del coágulo en los experimentos de APTT se obtuvo en

cuatro coagulémetros cuyo mecanismo de funcionamiento es electromecánico.

Estos coagulómetros emplean el método “gancho’, es decir que el punto de

coagulación se determina por movimiento del gancho en la muestra de

coagulación a intervalos regulares. En el instante de la coagulación se extrae

del liquido un pequeño filamento, que transmite una señal de registro al

sistema electrónico.

Cálculos

Los tiempos de coagulación se recogieron en segundos. Los resultados

se expresaron como las medias de los tiempos de coagulación obtenidos para

cada uno de los duplicados de las muastras.

lll.23 Métodos de Ensayo Amidolíticos

111.2.3.1 InhikkIónsltEusakcM

La heparina se determiné como un complejo con ATIII en plasma. El

complejo heparina-ATIII o plasma heparinizado se incubé con exceso de Factor

Xa por un período definido de tiempo. La actividad de Factor Xa residual fue

así medida por su acción catalítica sobre un sustrato sintético específico que

libere el cromógeno p-nitroanilina <pNA>, La absorbancia del pNA libre, medida

a 405 nm, disminuye linealmente con el incremento de la concentración de

heparina. Se recoge a continuación un esquema de la secuencia de reacciones

que tiene lugar en los ensayos amidoliticos de inhibición de Factor Xa.
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Secuencie de Reacciones

1. Heparina + Plasma <ATIII> ~ Complejo Heparina - ATIII

2. Complejo Heparina - ATIII + Factor Xa <exceso>

NL
Heparina - ATIII - Xa + Factor Xc Residual

3. Sustrato cromogénico + FXa residual > pNA libre

Reactivos

Para medir la actividad anti-Xa de heparinas puede utilizarse ATIII

purificada, disponible comercialmente, en lugar de plasma, El uso de ATIII

purificada elimina el problema de antagonistas de heparina en plasma, que

podrían estar presentes en distintas cantidades en muestras de plasmo

diferentes, pudiendo influenciar las muestras patrón y problema de heparina

en varios grados. En otras palabras, puede estimaras que el uso de ATIII dará

una mejor precisión, tanto intra-laboratorio corno inter-laboratorios

(Barrowcliffe et al., 1985>. Sin embargo, la actividad global en plasma de las

preparaciones de HBPM está más probablemente relacionada con su actividad

in vivo, y por esta razón, el uso de plasma se ha preferido para los

experimentos presentados en esta memoria.

Las alícuotas necesarias de PPP se descongelaron en un baño de agua

a 370C, inmediatamente antes del comienzo de los ensayos.
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FactorXe

En un estudio sobre distintas fuentes de Factor Xa, Walenga et al.

<1985>, 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 más rápidamente que el Factor Xa humano, ya sea en

presencia o ausencia de heparina, y esto produce una curva dosis-respuesta

de mayor pendiente. A causa de esta mayor sensibilidad y más fácil

disponibilidad, el Factor Xa bovino se prefirió al Factor Xa humano para los

ensayos de potencia de las HBPM. Únicamente se utilizó Factor Xa Humano

en experimentos particulares a lo largo del presente trabajo; es el caso de los

estudios de neutralización de heparina por F4P, en presencia y ausencia de

calcio, que se describen más adelante,

Los viales de Factor Xa bovino se reconstituyeron con 1 ml de agua

destilada y su contenido se diluyó en tampón CAG para los ensayos, en la

proporción indicada por el fabricante (1/1.5>,

Existen varios sustratos cromogénicos comerciales, específicos para

Factor Xa, que pueden dar distintos valores de absorbencia a la misma

concentración, Su elección no influye en los resultados de ensayos de

actividad anti-Factor Xa de muestras problema versus un patrón de HBPM.

En todos los experimentos de actividad anti-Xa recogidos en esta
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memoria, se utilizó el sustrato cromogénico 8-2765 de Kabi, Se preparó una

solución “stock” en agua destilada estéril, a una concentración 3 mM, que se

diluyó posteriormente en tampón Tris-EDTA, para obtener una concentración

final de 0.5 mM para los ensayos,

Patrones y Muestras

El uso de un patrón apropiado para valorar las muestras de HBPM

comerciales tiene la gran ventaja de que la variabilidad en el sistema de ensayo

afecta de forma semejante tanto al patrón corno a la muestra problema, y por

consiguiente se minimiza el efecto de diferencias debidas a reactivos y

métodos de medida sobre la potencia de la muestra problema. Para obtener

una estimación de potencia válida, las preparaciones patrón y problema tienen

que comportarse de forma similar en el sistema de ensayo. Esta fue la razón

para el establecimiento de un patrón Internacional de HBPM (Earrowcliffe et

al., 1985>.

Todas las HBPM comerciales estudiadas fueron comparadas frente al 1 nr

Patrón Internacional de HBPM. Este patrón se reconstituyó con 1 ml de agua

destilada y se distribuyó en alícuotas de 50 pl que pueden almacenarse a

-20W. Para obtener una solución “stock” de 10 UI/mí, se añadieron 8.35 ml

de TTS a cada una de las alícuotas necesarias para el ensayo. A partir de esta

solución, se prepararon dos series independientes de diluciones en TTS a 0.5,

1, 2 y 3 U 1/ml que se utilizaron inmediatamente,

Todas las muestras de HBPM comerciales <FRG, LOG, FRX, CLX) se

diluyeron en TTS, de acuerdo a la potencia esperada, para obtener dos series

independientes de los mismos niveles de dilución que el patrón, procediéndose

de la misma forma para el ensayo.
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Procedimiento

Se preparó una dilución 1/10 de cada una de las dos series de diluciones

del patrón y de la muestra, en plasme normal, De este modo se obtuvieron

concentraciones de 0.05, 0,1, 0.2 y 0.3 UI/mí. El ensayo so realizó en un

analizador microcentrifugo automatizado ACL 300 Research, El orden de

aplicación de las diluciones de patrón y muestras en el rotor de este analizador

siguió el diseño P1M1M2P2, donde P1,P2 y M11M2 representan las dos series

independientes de cuatro diluciones de patrón y muestra problema

respectivamente. En el ensayo, un volumen de muestra de 10 pl reaccionó

durante 1 minuto con 50 pl de Factor Xc bovino; tras haber transcurrido este

tiempo se añadieron 100 pl de sustrato cromogénico <5-2765> y después de

un minuto exactamente, se leyó el cambio en absorbancia a 405 nm, Se indica

a continuación la secuencia del proceso;

Volumen muestra: lOpí

Factor Xa bovino: 50 pl

Tiempo de incubación: 1 minuto

Sustrato S-2765 <0.5 mM>: 100¡¡l

Tiempo de reacción : 1 minuto

Lectura de absorbencia a 405 nm

Cálculos

El principio básico de medida de la potencia de una HBPM, como para

otros productos biológicos, es comparar las curvas dosis-respuesta de las

preparaciones patrón y problema. El principio fundamental en la estimación de

potencia es que la preparación problema se ha de comportar exactamente

como una dilución del patrón. Este hecho se comprobó en cada ensayo
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utilizando un análisis estadístico basado en un método de líneas paralelas

(Finney, 1 978; Barrowcliffe y Curtis, 1987; European Pharmacopoeia, 1993>.

Los ensayos no paralelos significan que la potencia de la preparación problema

variará con distintas diluciones, y es por consiguiente una indicación de que

el sistema de ensayo debe modificarse o debe emplearse un patrón diferente.

Basado en estos principios, se utilizó un programa informático de

análisis de varianza, sobre una representación del logaritmo de la

concentración de HBPM frente a absorbancia. Detalles de este método de

cálculo, asi como del utilizado para combinar las potencias obtenidas en varios

ensayos independientes, pueden oncontrarse en el apartado de Análisis

Estadisticos,

111.2.3.2 Inhibición de Factor Xa en nresencla de F4P

Para investigar el efecto de F4P sobre los ensayos da actividad anti-Xa,

se emplearon concentraciones de 1 pg de HNF(PI>, 2 pg de HBPM<PI>, 3 pg de

FRG y LOO, 4 pg de FAX y 5 pg de CLX, por ml de plasma. En estos

experimentos se utilizó factor Xa humano y se analizaron concentraciones de

F4P <A>, de 14, 25 y 35 pg/ml de plasma, Las concentraciones adecuadas para

ensayo, de cada una de las heparinas, se obtuvieron al tomar 10 pl de las

diluciones de trabajo, con concentraciones de 20 pg/ml (HNF>, 40 pg/ml

(HBPM), 6Opg/ml <FRG y LOO>, BOpg/rnl <FAX> y 100 pg/ml <CLX> en TTS.

Se desarrollaron asimismo curvas dosis-respuesta de cada una de las heparinas

investigadas en el rango de concentraciones siguiente: 0.25 a 2 pg CH NF>, 1

a 4pg <HBPM>, 0.5 a 3pg <rna>, i a I3pg (LOO, FAX> y CLX) por ml de plasma.

En el caso de F4P(R>, se prepararon diluciones de trabajo a concentraciones

de 280, 500 y 700 pg/ml de diluyente de F4P, de las que se tomaron

igualmente 10 pl para la mezcla de ensayo.
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A fin de determinar la concentración adecuada de factor Xa humano

para su utilización 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 tampón CAO. Para su valoración se estudiaron mezclas de reacción

semejantes a las ya descritas en el método anterior, intercambiando los

pocillos de muestra y enzima en el analizador. Se trató de utilizar una

concentración de factor Xa humano <dilución 1/200> que rindiera una

absorbancia similar a la obtenida con el concentrado de factor Xa bovino, en

ausencia de heparina y F4P, al añadir una misma concentración del sustrato

cromogénico S-2765, El sustrato crornogónico S-2765 y muestras de PPP del

lote 1 5/1, se prepararon siguiendo exactamente las condiciones descritas

previamente en la determinación de la actividad específica de heparinas,

10 pl de la concentración adecuada de HNF o HBPM y 10 pl de las

distintas concentraciones de F4P se mezclaron con 1 80 pl de PPP, Todos los

ensayos se realizaron en el analizador automático ACL 300 Aesearch,

siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, En cada ensayo se

incluyeron controles de plasma en presencia de las concentraciones de HNF

o de las HBPM o de F4P incluidas en el ensayo, asi como sus curvas dosis-

respuesta correspondientes.

La concentración de HNF y de todas las HBPM se expresó en términos

de concentración en peso <pg/ml>, en lugar de concentraciones molares, La

utilización del peso molecular medio no seria representativo del amplio rango

de distribución del peso molecular en estas preparaciones, y en particular de

la distribución de las moléculas de alta afinidad por ATIII, por lo que se estimó

que la interpretación de las concentraciones molares podia llevar a confusión.

El mismo concepto se aplicó para la preparación de las muestras en todos los

ensayos donde se han utilizado unidades de peso.
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Célculos

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

calculé a partir de la fórmula que se recoge en el apartado 111.2,6.

111.2.3.3 Inhibición de Factor Xa en oresencia de F4P y Calcio

El efecto de CaCI2 3 mM <concentración fisiológica> sobre la actividad

anti-Xa de HNF(PI> y cinco HBPM diferentes, a las mismas concentraciones

indicadas en el método anterior, se valoré utilizando ATIII purificada <NIBSC

87/742> y factor Xa humano, en presencia y ausencia de l4gg/ml de F4P<A).

La razón para utilizar ATIII, en lugar de plasme, en estos ensayos anti-Xa

se besó en el hecho de que al ser el plasma citratado, la adición de CaCI2

podría fácilmente causar coagulación. Sin embargo, los ensayos con ATIII

pueden realizarse en presencia y ausencia de CaCI2. También por razón de la

presencia de calcio, se utilizó TTS albúmina para diluir factor Xa, en lugar del

tampón CAO, ya que el citrato tomaría el calcio de la mezcla de reacción. El

tampón EDTA, diluyente del sustrato cromogénico, podía así mismo

acomplejar el calcio poro se estimé que la reacción del factor Xa con ATIII

estaría ya finalizada en la fase en la que se añadía el sustrato cromogénico.

A fin de conseguir la concentración 3 mM de CeCí2 en las condiciones

del ensayo, se preparó inicialmente una solución de 0.5 UI de ATIII por ml de

TTS albúmina 20 mM CaZF. Esta solución se obtuvo mezclando la cantidad

necesaria de tampón TTS albúmina 40 mM Ca
2~ con el mismo volumen de una

solución de 1 UI de ATIII por ml de TTS albúmina. Las mezclas de reacción se

formaron con lOpí de heparina y lOpí da diluyente de F4P o lOjA de F4P<R>
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<280 pg/mI> y lOpí de TTS o lOpí de heparina yde F4P (A), queso añadieron

a 180 pl de ATIII en ausencia o presencia de Ca2~, La concentración 3 mM de

Ca2 + se alcanzó en la mezcla de reacción final tras añadir 50 pl de Factor Xa

a 10 pl de cada muestra problema diluida. Excepto las particularidades

indicadas hasta aquí, todas las condiciones del ensayo anti-Xa se mantuvieron

tal como se han descrito previamente, utilizándose de igual forma el sustrato

cromogénico S-2765.

Un diseño PMMP o MPPM se siguió también en estos ensayos para la

disposición de las muestras en el rotor del analizador, siendo ‘p” las muestras

preparadas en ATIII Ca2~ y “M” las muestras preparadas en ausencia de Ca2~.

En los ensayos se incluyeron controles del efecto de la adición de CeCí
2

sobre la proporción de hidrólisis de S-2765 por factor Xa y sobre la proporción

de neutralización de factor Xa por ATIII, en ausencia de heparina. Se valoré

asimismo la influencia de la presencia de calcio sobre cada uno de los

controles de F4P<R), de heparina, o de tampón en ausencia de F4P y de

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

Cálculos

El porcentaje de neutralización de la actividad anti-Xa de HNF y de las

HBPM analizadas, por F4P<R> en presencia de Ca
2 ~, se calculó a partir de la

fórmula desarrollada en el apartado lll.2.6.

lll.2.3.4 Inhibición de Factor lía

El fundamento de este método es el mismo que para el ensayo

amidolitico de inhibición de factor Xa, La trombina se incube durante un corto
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período de tiempo con ATIII purificada conteniendo heparina, y la actividad de

trombina residual se determina tras la adición de un sustrato cromogénico

específico para trombina <Larsen st al., 1978; Handeland st al., 1984), La p-

nitroanilina <pNA> liberada puede medirse ya sea como absorbancia por minuto

o como un valor de absorbencia fijo a 405 nm, después de haber parado la

reacción con ácido acético.

Secuencia de reacciones

1, Heparina + ATIII ~ Complejo Heparina - ATIII

2. Complejo Heparina - ATIII + Factor lía <exceso>

NL
Hoparina - ATIII - lía + Factor lía residual

3, Sustrato cromogénico + Fila residual > pNA libre

Reactivos

Plasme oATIII

Por razones de sencillez del ensayo, en los experimentos de actividad

anti-lla se utilizó ATIII purificada; el uso de plasme produce coagulación muy

rápidamente tras la adición de trombina, Por otro lado, en el estudio de

colaboración para calibrar el 1 nr ~í de HBPM <Barrowcliffe st al., 1988> no se

encontraron diferencias entre los resultados de los ensayos realizados con

plasme o con concentrado de ATIII.

El concentrado de ATIII que se utilizó en los ensayos, NIBSO 87/744,

se diluyó a una concentración de 0.5 U 1/ml con TTS Albúmina 1 %. Se utilizó
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plasma humano desfibrinado en experimentos puntuales; p.e. en el caso de los

estudios de neutralización de heparina por F4P que se recogen más adelante.

Trombina

En los ensayos amidoliticos de actividad anti-lla referidos en esta

memoria, se utilizó únicamente trombina humana. Se preparó a una

concentración de 5 UI/mí, diluyendo la preparación en TTS albúmina,

inmediatamente antes de los ensayos.

Sustrato

En todos los experimentos de actividad anti-lla se utilizó el sustrato Kabi

5-2238. Se preparó una solución “stock” en agua destilada estéril a una

concentración 3 mM, que se diluyó posteriormente en tampón Tris-EDTA

albúmina 1 %, a una concentración final de 0.25 mM para los ensayos.

Patrones y Muestras

La información descrita para los ensayos anti-Xa es igualmente válida

para los ensayos de actividad anti-lla.

Todas las HBPM comerciales estudiadas se analizaron frente al 1r

Patrón Internacional de HBPM. A este efecto, muestras del Patrón

Internacional se reconstituyeron con 1 ml de agua destilada y su contenido se

distribuyó en alícuotas de 100 pI. Estas alícuotas pueden almacenarse a

-20
0C. A fin de obtener una solución “stock” de 10 UI/mí, se añadieron 6.65

ml de TTS albúmina a cada una de las alícuotas necesarias para el ensayo. Se

prepararon seguidamente diluciones seriadas de 0,25> 0.5, 1.0 y 1,5 UI/mí,
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en TTS albúmina que se usaron inmediatamente, Las muestras problema se

diluyeron en TTS, de acuerdo a las potencias esperadas, hasta los mismos

niveles de dilución que el patrón, procediéndose de la misma forma para el

ensayo,

Procedimiento

Para obtener concentraciones finales de ensayo de 0.025, 0.05, 0.1,

0,1 5 ui/ml, se prepararon nuevas diluciones 1/10 del patrón y muestras

problema en una solución de ATIII, 0.5 UI/mí en TTS Albúmina. Como en el

caso de los ensayos anti-Xa, la secuencia final de reacciones con el factor

activado y el sustrato cromogénico se realizó en un analizador microcentrifugo

automatizado ACL 300 Rosearch. El orden de aplicación de las diluciones de

patrón y muestra siguió igualmente el diseño P1M1M2P2. El tiempo de reacción

de cada muestra problema con trombina, a 3700, se estableció en 60

segundos. El cambio en absorbancia, tras añadir el sustrato cromogénico, se

leyó a 405 nm después de un minuto. Se indica a continuación un resumen del

orden y condiciones de carga en el analizador:

Volumen de muestra: 10 pl

Trombina humana: 50 pl

Tiempo de incubación: 1 minuto

Sustrato 5-2238 <0.25 mM>: 100 pl

Tiempo de reacción: 1 minuto

Lectura de absorbancia a 405 nm

Célculas

La información recogida bajo este epígrafe en la descripción del método
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de actividad anti-Factor Xa <11L2,3,1> es válida igualmente en el caso del

método amidolítico de actividad anti-Factor lía,

111.2.3.5 Inhibición de Factor lía en oresencia de F4P

La inactivación de trombina humana por ATIII dependiente de heparina,

se estudió igualmente en presencia de F4P, Para investigar su efecto sobre los

ensayos de actividad anti-lla, se utilizaron las siguientes concentraciones de

HNF y de las HBPM: 1 pg/ml para HNF<Pl>, 2 pg/ml para HBPM<PI>, 3 ¡sg/ml

para FF30 y LOO, 4 pg/ml para FRX y 5 ¡sg/ml para CLX, En estos

experimentos se analizaron concentraciones de dos lates distintos de F4P(R>,

que variaron de 6 pg a 50 pg/ml en la mezcla final de ensayo, La preparación

de ATIII NIBSC 87/742, alícuotas del concentrado de trombina humana

THOO1 5, y el sustrato cromogénico S-2238 se utilizaron siguiendo la misma

pauta ya descrita en el apartado 111.2.3.4.

10 pl de la concentración adecuada de HNF o HBPM y 10 pl de las

distintas concentraciones de F4P se mezclaron con 180 pl de ATIII purificada,

Todos los ensayos se realizaron en el analizador ACL 300 Resarch, siguiendo

el procedimiento descrito previamente, En cada ensayo se desarrollaron

también las curvas dosis-respuesta de HNF o de cada una de las HBPM en

estudio. Se incluyeron asimismo controles de la acción inhibitoria de factor lía

en ausencia y en presencia de las concentraciones de HNF, de las HBPM o de

F4P<R> sobre las que se valoré la capacidad de neutralización de la actividad

anti-lla de las hepar¡nas en estudio por F4P. Se valoraron al menos dos

ampollas de cada material y lote estudiados.

El porcentaje de neutralización de heparina por F4P se calculé

igualmente mediante la fórmula desarrollada en el apartado 111.2.6.
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111.2.3.6 Inhibición de Factor lía en Dresencia de F4P y Plasma Desfibrinado

Se desarrollaron también ensayos amidoliticos para medir la actividad

residual anti-lla de HNF y de las HBPM en presencia de F4P, utilizando plasma

desfibrinado en lugar de ATIII purificada. En estos ensayos se mantuvieron las

condiciones ya descritas para el resto de los elementos, incluyendo las

concentraciones de HNF y de las HBPIv1. Se estudió únicamente una

concentración de F4P<R), la de 14 pg/ml de plasma.

El porcentaje de neutralización de HNF y de las HBPM por F4P<R>, en las

condiciones de ensayo, se calculé en base a la fórmula desarrollada en el

apartado 111.2.6.

lll.2.3.7 Inhibición de Factor lía en oresencla de F4P y Calcio

El efecto de CaCI2 3 mM <concentración fisiológica> sobre la actividad

anti-lia de HNF y de las cinco HBPM, a las mismas concentraciones ya

referidas, se valoré utilizando ATIII purificada, en presencia y ausencia de una

concentración fija do F4P <14 pg/ml>.

A fin de conseguir la concentración 3 mM de CaCI2 en las condicionas

del ensayo, se preparó inicialmente una solución da 0.5 UI de ATIII por ml de

TTS albúmina 20 mM Ca
24 pH 7.4, y se diluyeron las muestras a valorar en

180 pl de esta solución. La concentración 3 mM de Ca2~ se alcanzó en la

mezcla de reacción final, tras añadir 60 pl de trombina humana a 10 pl de

cada muestra problema diluida.

Excepto las particularidades indicadas hasta aquí, todas las 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 adición de CaCI2 sobre

la proporción de hidrólisis del sustrato 5-2238 por trombina, y sobre la

proporción de neutralización de trombina por AT III, en ausencia de heparina.

El efecto de neutralización de F4P<R> sobre la actividad anti-lla de HNF

y de las HBPM, en presencia de calcio, se cuantificó aplicando la misma

fórmula referida en el método anterior,

111.2.3.8 Inhibición de Factor lía en presencia de F4P. Calcio y Fosfolfoido

Otros ensayos anti-lla se llevaron a cabo en presencia de ATIII,

utilizando dos concentraciones diferentes de calcio, 25 mM y 3 mM, y

fesfolipido. El fosfolipido se utilizó a la misma concentración que para el

ensayo de generación de trombina <1/300>.

Para preparar las mezclas de reacción, se tomaron 10 ul de las

diluciones de trabajo de HNF<PI> y de F4P<R>, que se diluyeron con 180 pl de

ATIII, para obtener una concentración final de 1 ¡sg/ml de HNF y 14 ¡sg/ml de

F4P. Se añadieron volúmenes iguales <200 pl> de fosfolipido y calcio, ya fuera

CaCI2 25 mM ó 3 mM, Las diluciones de trabajo de HNF<PI>, 20 ¡sg/ml de TTS,

y F4P<R>, 280 ¡sg/ml de diluyente de F4P, se obtuvieron de la misma forma

que en los métodos anteriores, a partir de alícuotas descongeladas

inmediatamente antes de los ensayos, En todos ellos se incluyeron controles

de cada uno de los componentes de las mezclas de reacción: HNFCPI>, F4P(R),

calcio y fosfolipido, para asegurar que el efecto de neutralización dependería

únicamente de la acción de F4P sobre HNF. Ninguna otra condición del

método original anti-Ila se modificó en estos ensayos. En este método se

estudió únicamente la neutralización de HNF por F4P.
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El porcentaje de neutralización de la actividad anti-lla de 1 ¡sg de HNF

por 14 pg de F4P(R>, en presencia de calcio y fosfoll’pido se calculó, aplicando

la fórmula que se recoge en el apartado 111,2.6.

111.2.4 Generación de Trombina en PPP

Este ensayo valora la formación de trombina y su neutralización en

plasma. Es un ensayo global, útil para determinar el potencial de generación

de trombina del plasma en presencia de anticoagulantes, fosfolípido u otras

sustancias que puedan afectar a la formación de trombina,

Reactivos

PPP desfibrinado

Alícuotas de PPP, descongeladas en baño de agua a 37~C, se

desfibrinaron por adición de Arvin a una concentración de 0.5 UI/mí de

píasma. El plasme, con el agente desfibrinante, se mantuvo a 37W durante
aproximadamente 10 mm, El coágulo de fibrina formado se extrajo de la

muestra de plasma con ayuda de un bastoncillo de madera, Para evitar la

presencia de pequeñas trazas de fibrina durante el ensayo, las muestras de

plasma desfibrinadas se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 mm, Se

procedió después a un cambio de tubo para desechar el posible depósito de

fibrina, En los estudios de generación de trombina en PPP se utilizaron tres

lotes de este plasma: 31/7, 13/11 y 15/1.

a

La preparación NIBSC 85/51 6 se reconstituyó con 1 ml de agua
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destilada. Alícuotas de esta preparación, de 25 ó 50 pl, se almacenaron a

-40W o a inferior temperatura. Para su uso en el ensayo de generación de

trombina, se preparó una dilución 1/300 en el diluyente de fosfolípido. La

solución de trabajo no se utilizó un tiempo superior a las 2 horas y media.

Fibrinógeno bovino

Siguiendo las instrucciones del fabricante, cada vial se reconstituyó con

5 ml de agua destilada y se diluyó posteriormente con 5 ml de solución salina

para obtener una concentración de 2.4 mg/mí, semejante a la concentración

de fibrinógeno en plasma normal,

Cada lote de fibrinógeno se valoró, antes de su uso, frente al V~ patrón

internacional de trombina, NIBSC 70/157. Una ampolla de este patrón <100

UI) se reconstituyó con 1 ml de agua destilada y una vez disuelto, su

contenido se transfirió inmediatamente a un tubo de plástico, Se tomaron

alícuotas de 200 pl para preparar dos series independientes de diluciones en

TTS albúmina, en un rango de 75 a 0.39 UI/mí, tomando duplicados para cada

una de ellas, Se valoraron 50 pl de cada dilución y un duplicado en 200 pl de

fibrinógeno, y se recogieron los tiempos de coagulación. Un único lote de

fibrinógeno (FN 11 9> se utilizó en los ensayos de generación de trombina en

PPP,

Muestras

Se incluyeron en el estudio el 40 Patrón Internacional de HNF <NIBSC

82/502>, el mr Patrón Internacional de HBPM <NIBSC 85/600> y las 4

preparaciones comerciales de HBPM ya referidas. Se analizaron cuatro a cinco

concentraciones diferentes <pg/ml plasma> de cada uno de estos materiales:
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0.25, 0.5, 1 y 2pg de HNF<PI>; 0.5, 1, 2 y 4pg de HBPM <Pl>; 1, 2,3 y 4pg

de LOG y 1, 2, 3, 4 y 5 ¡sg de FAO, FAX 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 50 pg/ml de TTS, de las cuales se tornaron 100 pl para los ensayos.

Procedimiento

La activación intrínseca del sistema de la coagulación se desencadenó

por contacto en tubos de vidrio, que se utilizaron para preparar la mezcla de

reacción en cada serie de ensayos. La mezcla de reacción se formé con 900

pl de PPP desfibrinado y 100 pl de las diluciones adecuadas de HNF<PI> y de

las HBPM. Volúmenes iguales <1 mí) do plasma desfibrinado <con o sin

heparina> y fosfolipido, se mezclaron en estos tubos. Previamente se hab¡an

situado en los canales de los coagulómetros tubas de plástico con 0.2 ml de

fibrinógeno para su incubación a 370C. Una media de 150 tubos fue necesaria

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

La mezcla de reacción, una vez atemperada a 37W durante 1 minuto

en los coagulómetros, se recalcificó con 1 ml de CeCí
2 25 mM y se comenzó

el tiempo de incubación, La formación de trombina se midió muestreando 50

pl de la mezcla de incubación en 0.2 ml de fibrinógeno, a intervalos de 30

segundos, hasta que los tiempos de coagulación resultantes llegaron a ser

inferiores a 30 segundos, Se continuó entonces tomando muestras de la

mezcla de reacción a intervalos de 15 segundos, hasta que los tiempos de

coagulación llegaron 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 coagulación fueron de aproximadamente 500 segundas, valor
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que se encontraba asimismo para los tiempos de coagulación al comienzo de

del ensayo. Un resumen del método presentado, se recoge en el esquema

siguiente:

Ensayo de Generación de Trombina - Sistema Intrínseco

1 vol plasma desfibrinado
+ heparina/tampón

En tubos de vidrio
1 vol fosfolipido a 370C

1 vol CaCI
2

y
Fibrinógeno

Recogida de tiempos de coagulación

Cálculos

Los tiempos de coagulación recogidos se convirtieron en unidades

internacionales de trombina por comparación con una curva patrón trombina-

fibrinógeno, previamente establecida en la calibración del lote de fibrinógeno

utilizado en los ensayos. En todos estos experimentos, la actividad de

generación de trombina del plasme heparinizado, ya sea en presencia de HNF

o HBPM, se comparé con la trombina generada en plasmo normal en el que el

contenido de heparina se habia sustituido por TTS (control de plasma>. La

generación de trombina en ausencia de heparina se tomó como 100%. El total

de trombina generada se valoré representando la concentración de trombina

para cada intervalo de submuestreo, y calculando después el área bajo la curva

<AbC>. Para dibujar y determinar este área se utilizó un programa informático

que tiene en cuenta, para cada ensayo, los valores obtenidos en la curva
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patrón trombina-fibrinógeno para la pendiente y la intersección con el eje de

ordenadas.

El ensayo se utilizó para medir la inhibición de generación de trombina

por HNF y varias HBPM, en el sistema de PPP. La trombina total generada se

cuantificó también en base al pico de concentración de trombina producido,

en comparación con el plasma control,

111.2.5 ~mj~raciónde Trombina en PeILQP nresencia de F4P

Para investigar el efecto de F4P sobre los ensayos de generación de

trombina, se utilizaron concentraciones de HNF y de las HBPM que
proporcionaron aproximadamente un 20% de generación de trombina residual.

Estas concentraciones fueron 1 ¡sg de HNF <Pl>, 2 ¡sg de HBPM (Pl>, 3 ¡sg de

FAO y LOO, 4 pg de FRX y 5 ¡sg de CLX, por ml de plasma. Se prepararon a

partir de diluciones de trabajo de concentraciones 20, 40, 60, 80 y 100 ¡sg/ml

de TIS, de las que se tomaron BOpí para los ensayos. Se valoraron al menos

dos ampollas diferentes de cada preparación y lote estudiados.

En estos experimentos se analizaron concentraciones de F4P(R), de dos

lotes distintos, que variaron de 6 ¡sg a 50 ¡sg/mI de plasma. Se prepararon

previamente diluciones de trabajo de 1 20 ¡sg a 1000 ¡sg/ml de diluyente de

F4P, a partir de las cuales se tomaron, como en el caso anterior, 50 pi.

Para obtener la mezcla de reacción, 50 pl de las concentraciones

apropiadas de HNF(PI> o de las HBPM y 50 pl de las concentraciones

escogidas de F4P<R> se añadieron a 900 pl de plasma, Como se indicó

anteriormente, volúmenes iguales <1 mí) de PPP desfibrinado (heparinizado, sin
heparinizar y con o sin F4P> y fosfolípido procoagulante se mezclaron en tubos
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de vidrio y atemperaron a 37% durante 1 minuto, realizándose

inmediatamente la recalcificación con 1 ml de CaCI2 25mM. En cada ensayo se

incluyeron controles de plasma en ausencia de HNF o HBPM y presencia de la

concentración de F4P<R> a ensayar y a la inversa.

El porcentaje de neutralización de la actividad inhibitoria de generación

de trombina de HNF y de las HBPM por F4P<R>, se estimó a partir de la fórmula

que se desarrolla en el siguiente apartado.

tia.a~AjyicJa&cI~lcte henarina ver F4P: Método de cálculo

Para los estudios de neutralización por F4P se incluyeron en todos los

ensayos una solución de heparina o de HBPM sin F4P que se valoró como 0%

de neutralización, y una solución de F4P sin heparina que fue estimada para

probar que el sistema no seria influido por las distintas concentraciones del

E4P ensayado,

El porcentaje de neutralización por F4P a una concentración de heparina

determinada se calculó a partir de la fórmula

Neutra Itzacidt¡ (%) x iooe—a

donde a, b y c representan actividad biológica <densidad óptica o trombina

generada> de HNF o de las HBPM, expresada como porcentaje del plasme

control: a) en presencia de heparina y ausencia de F4P <0%>; b> en presencia

de heparina y de distintas concentraciones de F4P; c> en ausencia de heparina

y de F4P <100%>.
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111.2.7 Generación de Trombina en PRP

Las plaquetas activadas liberan una variedad de sustancias que incluyen

el factor 5 de coagulación y el factor 4 plaquetario <F4P>, una proteína 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 reorganización

transbicapa de sus fosfolípidos de forma que expone los fosfolípidos

procoagulantes en la superficie de la célula intacta.

A efectos del ensayo de generación de trombina, estos fenómenos

inducen tres diferencias principales con respecto al método aplicado en PPP.

En los ensayos de generación de trombina en PRP los fosfolipidos serán

aportados por estos elementos celulares, que a su vez liberarán al medio el

F4P; la tercera diferencia con el ensayo de generación de trombina en PPP se

refiere a la presencia de fibrina, ya que el plasme no puede ser previamente

desfibrinado porque esto causaría la pérdida de plaquetas. Estos tres aspectos

se han tomado en cuenta en el método que se describe a continuación.

Reactivos

ERE

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 i0~ a 5.3 x i0~, La preparación de PRP se

ha descrito en la sección de Materiales <pág. 33>.
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Recuento de olacuetas en las muestras de PRP

El recuento de plaquetas se determinó en un Contador Coulter. La

calibración del instrumento se llevó a cabo utilizando un tubo de 70 pm de

apertura, de acuerdo con el procedimiento detallado en el manual de

instrucciones del contador. Se utilizó también un control de trombocitos

Ceulter <CTC-3> como referencia para monitorizar la ejecución del contador día

a día,

Se prepararon dos diluciones independientes 1/3000, tomando 10 pl de

cada muestra de PRP en diluyente ISOTON II para obtener el recuento de

células, Para cada uno de los duplicados se tomaron cuatro recuentos a partir

de un volumen de 100 pl. La lectura en el contador del diluyente ISOTON II,

utilizado como blanco de plaquetas, estuvo siempre por debajo del limite
máximo establecido en las instrucciones del instrumento, en las condiciones

do un volumen de muestra de 100 pl y orificio de tubo de 70 pm. La media de

las lecturas del Contador Coulter en todas la muestras PRP ensayadas fue

12527 ± 2431, Tomando esta cifra como ejemplo, para una dilución de

muestra de 1:3000, los cálculos para encontrar el número de plaquetas por ml

de plasma se hicieron como sigue:

Número de células por muestra de lOpí <dilución 1/3000>

12527 x 3 x 10~ = 3,8 x i0~

Número de células por mililitro de muestra

3.8 x x 102 = 3.8 x

ERE

Se tomaron 9 ml de sangre de donadores individuales en ayunas, en 1

79



ml de citrato trisódico al 3.8%, en tubos de plástico. Una muestra semejante

se habia tomado de los mismos donadores para preparar PRP. La muestra de

PPP se obtuvo por centrifugación a 20000 rpm durante 20 minutos.

Fibrinógeno bovino

Dos lotes diferentes de fibrinógeno se incluyeron en estos experimentos,

FN 119 y FN 121, utilizándose la misma concentración de fibrinógeno que en

los ensayos de generación de trombina en PPP <2.4 mg/mí>. El nuevo lote

utilizado, FN 121, se calibró antes de su uso frente al 10r patrón internacional

de a-trombina, siguiendo el mismo método que el descrito para el lote FN1 19

(Método 111.2.4, pág. 74),

Patrones y Muestras

En estos experimentos se utilizaron concentraciones de heparina que

variaron de 1 a 7 ¡sg/ml de plasma, expresadas en términos de peso seco: 1

a 4 ¡sg para los patrones internacionales de HNF y HBPM, 2 a 5 ¡sg para FRG
y LOG, 3 a 6 ¡sg para FRX, y 3 a 7 ¡sg para CLX. Al igual que en métodos

anteriores, para obtener estas concentraciones en la mezcla final de plasma,

se obtuvieron previamente diluciones de trabajo en un rango de concentración

de 10 a 70 ¡sg/ml de TTS para cada preparación, a partir de las cuales se

tomaron 100 pl pare los ensayos. Se utilizó TTS para diluir todas las muestras

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

Procedimiento

La generación de trombina por la vía intrínseca se inició por contacto

con una superficie de vidrio. La mezcla de reacción se preparó con 900 ¡sí de
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PRP y 100 pl de TTS con o sin heparina, a los que se añadieron 1000 ¡sí de

TTS en lugar del fosfolipido utilizado en los ensayos de PPP, Después de un

minuto de incubación a 37% la formación de trombina se inició tras añadir

1000 pl de CeCí2 25 mM,

Como el plasma no habla sido desfibrinado, se introdujo al comienzo del

ensayo un bastoncillo de madera en el tubo de vidrio. Tan pronto como se

formó el coágulo de fibrina, éste se recogió en el bastoncillo y se extrajo, Una

vez extraido, se valoraron 50 pl de la mezcla de incubación en 200 pI de

fibrinógeno a intervalos de 1 5 seg. Esta valoración se realizó cada 30 seg en

la caída de la curva de generación de trombina, tina vez que la lectura de los

tiempos de coagulación superara los 30 segundos.

Las muestras de PRP se mantuvieron a temperatura ambiente durante

el ensayo y se utilizaron durante un máximo de dos horas.

Cálculos

La relación de los tiempos de coagulación obtenidos para cada intervalo

de submuestreo se utilizó para calcular le cantidad de trombina <UI/mí>

generada en cada ensayo. El cálculo se efectué por comparación con las

curvas patrón trombina-fibrinógeno previamente establecidas en la calibración

cJe los lotes de fibrinógeno utilizado en los ensayos. En todos estos

experimentos, la actividad de generación de trombina del plasme heparinizado,

ya sea en presencia de HNF o HBPM, se comparé con la trombina generada

en plasme normal en el que el contenido de heparina se habla sustituido por

TTS <control de plasme). La generación de trombina en ausencia de heparina

se tomó como 100 %.
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El total de generación de trombina se valoró, como en el método de

generación de trombina en PPP <pág. 76>, calculando el área bajo la curva asi

como en base a la concentración máxima de trombina producida en cada

ensayo.

111.2.8 Modelo de Trombosis nor Estasis Venosa en Coneio

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

teorías de la patogénesis de trombosis venosa, Los modelos que utilizan

estímulos basados sobre un extenso daño de la pared vascular, por ejemplo,

no son válidos para el estudio de trombogénesis venosa ya que no existe

evidencia de que tal mecanismo patogénico sea relevante para la mayoría de

los casos de trombosis venosa humana <Thomas, 1 988>.

Una modificación del modelo de Wessler en el conejo fue introducida por

Thomas et al. (1 989a>, al incluir un período de 20 minutos de estasis en una

vena yugular, además de los usuales 10 minutos en la otra vena. Previamente

se había determinado <Aronson y Thomas, 1 985> que existe una correlación

lineal entre la intensidad del estimulo trombogónico, la duración de estasis y

la producción de trombos venosos.

El periodo de 20 minutos de estasis en una vena yugular se consideró

de relevancia panicular en el contexto de esta tesis, ya que Thomas st al,

<1 98gb>, habían demostrado diferencias significativas en la prevención 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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Muestras

Se incluyeron en el estudio muestras de HNF<PI> y de las cuatro HBPM

comerciales (FRG, LOG, FRX y CLX). Para mayor ciaridad, la secuencia de

dosis aplicada en el conejo se ha incluido en su sección de resultados <sec.

VS, pág. 173>,

Procedimiento

El estudio de la actividad antitrombótica de heparinas se llevó 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 diseño original de seis

conejos por dosis no se alcanzó a causa de un fallo para producir trombosis

en un lote de conejos~ Los animales se anestesiaron con pentobarbital sódico

(044 ml/kg> administrado por via intravenosa en la vena marginal de la oreja.

La administración se realizó a través de un equipo de venoclisis apropiado

<Butterfly 21 é 23) que se aseguré con cinta adhesiva en la oreja del conejo.

El anestésico se lavó con solución salina, Una vez comprobado que el conejo

estaba totalmente anestesiado se rasuré el área del cuello para comenzar la

disección.

En las venas yugulares de cada conejo se aislé bilateralmente una

longitud de 2 a 3 cm y se situaron ligaduras flojas en posiciones proximal y

distal <fig, 3A>. Una cánula prellenada con solución salina se aplicó a la arteria

carótida izquierda <fig. 36> para recoger muestras de sangre a lo largo del

experimento,

Previamente a la administración de cada uno de los preparados se
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tomaron ¡nuestras de 5 ml de sangre en citrato trisódico 3.8% <9:1

sangre/citrato> como control, Se inyectó solución salina o el potencial agente

antitrombótico en la vena marginal de la oreja durante 15 seg, a través del

equipo de venoclisis previamente comentado, y se dejaron circular durante 3

minutos. Al cabo de este tiempo se obtuvo una muestra de 3 ml de sangre

post-inyección. El estimulo trombogénico, suero humano normal activado, se

obtuvo de un pooí previamente preparado <ver apartado 111.1.3.2 de materiales>

que se descongelé a 370C y se inyectó en ese momento a una dosis de 1.32

ml por kilo do peso de conejo, igualmente por la vena de la oreja durante 15

seg. Los segmentos aislados previamente en cada vena yugular se ataron

después de otros 1 5 seg, comenzando por el extremo distal con respecto a la

cabeza del conejo. El segmento contralateral, en relación con la inyección de

suero y preparación a investigar, se llenó de sangre y el extremo proximal se

obturé. El mismo procedimiento se realizó con el lado epilateral, Las pinzas se

retiraron una vez que las ligaduras proximales se suturaron. Durante el

experimento se cubrié la herida con una gasa humedecida en solución salina.

La presencia o ausencia de trombos se examiné en el contenido del

segmento venoso contralateral, después de 10 mInutos de estasis, y en el

contenido del segmento ipsolateral en relación con el suero y el producto

inyectado, después de 20 minutos de estasis, Los segmentos venosos se

abrieron en una placa petri que contenía aproximadamente 0,5 a 1 ml de

solución salina, La formación de trombos inducida por suero humano, se

analizó sobre una escala de O a 4, como sigue (fig. 4):

O : Sangre completamente fluida

1 a 3 : Trozos de coágulos de fibrina progresivamente giandes

4 : Oclusión complete del segmento
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A lo largo del experimento se recogieron muestras de sangre a partir del

catéter de la arteria carótida, a 15, 30 y 60 minutos después de la inyección

del producto investigado. Al comienzo de cada serie de experimentos y para

cada lote de conejos, se comprobó la trombogenicidad de suero humano en

un conejo control al que se había administrado solución salina en lugar de

cualquier otro agente antitrombótico.

Cálculos

Los resultados se calcularon tomando la media de los datos de

trombosis obtenidos para cada dosis, según Ja escala indicada, siendo el

máximo valor individual 4. Asimismo como porcentaje del máximo valor

posible de obtener para los 5 conejos estudiados, que es 20, La potencia de

cada HBPM estudiada en el modelo de trombosis venosa se calculé frente a

HNF<PI> mediante un análisis de varianza basado en un método de lineas

paralelas (Finney, 1 978; European Pharmacopoeia, 1 993W. Esta condición se

aplicó sobre una representación del logaritmo de la concentración de HNF o

HBPM frente a porcentaje de trombosis o prevención de trombosis.

111.2.9 An4llaiaXaThdtMki~a

Se utilizaron cuatro tipos de programas informáticos para la aplicación

de los análisis estadísticos necesarios a lo largo de esta investigación:

Proarama informático nara determinación del área baio la curva

:

Diseñado por la División de Estadística del NIBSC para su uso en los

ensayos de generación de trombina. Utiliza un procedimiento del programa

estadístico SAS para calcular y representar el área bajo las curvas de
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generación de trombina, El programa fue instalado en un ordenador personal

IBM que disponia de los módulos SAS-Base y SAS-Graph necesarios.

El programa recibe los datos como tiempos de coagulación,

correspondientes a los tiempos de lectura de los mismos en un ensayo de

generación de trombina. Transforma estos tiempos de coagulación en unidades

de trombina frente a una curva de calibración previamente establecida, que

procede a su vez de la valoración del fibrinógeno utilizado en los ensayos de

generación de trombina frente a un patrón internacional de trombina.

Finalmente dibuja la curva de trombina producida y calcula el área bajo esta

curva para cada ensayo,

Erxaarama informático de análisis de la varianza

:

Diseñado por la División de Estadistica del NIBSO para su aplicación en

el método de lineas paralelas en ensayos biológicos. El programa calcula las

rectas de regresión correspondientes a dos o más preparaciones <patrón y

muestra/s problema>, sobre una representación del logaritmo de la

concentración frente a la respuesta o del logaritmo de la concentración frente

al logaritmo de la respuesta. Seguidamente, realiza un análisis de la varianza

para determinar si se validan las condiciones requeridas de regresión, linealidad

y paralelismo. En caso afirmativo, se calcula la potencia relativa de la recta

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

Proarama Informático de combinación de potencias

:

Cuando varios ensayos han originado distintas estimaciones de una

potencia, este programa calcule una única valoración y sus límites de

confianza. Tiene en cuenta para ello, la precisión de cada estimación <peso
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estadístico> y la homogeneidad o heterogeneidad de las estimaciones.

Este programa, al igual que el anterior, fue instalado en un ordenador

personal IBM para su uso en la validación de ensayos biológicos. El

fundamento de la metodología estadistica y de cálculo aplicado en los

programas referidos puede encontrarse en Finney, 1 978.

ffi~grama informático de cálculo de correlaciones

:

Para la estimación de correlaciones entre dos series de datos se utilizó

el programa BMDP6D. Calcula el valor de la correlación R y realiza un test

estadístico para contrastar la hipótesis R=0. El rechazo de la hipótesis

<p <0.05) significa que se acepta la correlación entre las variables

comparadas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN



IV.1 CARACTERÍSTICAS IN VITRO DE LAS HBPM COMERCIALES

Esta sección recoge los resultados analíticos correspondientes a las

actividades anticoagulantes anti-factor Xa y anti-factor lía de las HBPM objeto

de esta investigación <ERG. LOG, FAX, CLX>, así coma los valores obtenidos

en la determinación de la distribución de su tamaño molecular.

IV.1.1 Actividades Específicas Anti-Xa y Antí-lla

La capacidad de las cuatro HEPM comerciales ya enunciadas para

potenciar la inactivación de trombina y factor Xa la vftro se valoró en ensayos

amidoliticos frente el patrón internacional de HBPM, utilizando ya sea un

sistema purificado con ATIII o plasma, a los que se añadió el factor de

coagulación activado, Los sustratos sintéticos 8-2238 y 3-2765 fueron

adicionados en cada caso, Las particularidades de los métodos utilizados así
como la preparación de los reactivos se han descrito en detalle en los

apartados correspondientes a metodología <págs. 57 y 65>.

El principio básico de la medida de potencia de las HBPM es, como para

otros productos biológicos, comparar las curvas dosis-respuesta de la

preparación problema y del patrón. La asunción fundamental de la estimación

de potencia es que la preparación problema se comporte exactamente como

una dilución del patrón. Esta asunción se comprobó en cada ensayo utilizando

un análisis estadístico basado en el método de lineas paralelas. Las tablas

3 a> y b> muestran los valores de potencia de las HBPM comerciales objeto de

estudio, cuando se analizaron en ensayos amidoliticos anti-factor Xa. Las

tablas 4 a) y b> recogen los valores de actividad anti-lIa, igualmente en

ensayos amidoli’ticos, para las mismas preparaciones.
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ENSAYOS AMIDOLITICOS ANTI-Xa DE HBPM COMERCIALES

a) Número de
ensayos

Potencia
UI/mí

Peso gí

FRAGMIN 2
2

21991
22116

2802
2073

8
8

LOGIPARIN 2
2

10935
11185

4642
2042

8
8

FRAXIPARINA 2
2

9747
9401

2029
6620

8
8

CLEXANE 2
2

9809
9994

14811
2489

8
8

Medidas Ponderadas <p> 0.05)

b) Potencia
UI/mí

Intervalo de
confianza

Peso P

FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE

22044
11011
9481
9835

20556-23640
10369-11692

8991- 9998
9477-10207

4874
6685
8649

17300

0.7086
0.9325
0.5367
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 reseñadas, Se indican igualmente el peso estadístico y el
número de grados de libertad <gí> para cada ensayo.

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

a) Número de
ensayos

Potencia
UI/mí

Peso gí

FRAGMIN 2
2

9864
9722

19118
12160

8
8

LOGIPARIN 2
2

7664
7328

14496
8544

8
8

FRAXIPARINA 2
2

2623
2752

8066
4956

8
8

CLEXANE 2
2

2455
2569

2235
1697

8
8

Medidas Ponderadas <p> 0.05>

Potencia
UI/mí

Intervalo de
confianza

Peso P

FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE

9809
7376
2672
2504

9542-10083
7024 - 7745
2560 - 2788
2316-2708

31278
9993

13023
3932

0.5858
0.4926
0.2468
0.5408

Tabla 4. a> Valores de potencia obtenidos en dos ensayos anti-factor lía
independientes, realizados sobre dos ampollas frescas de cada una de las
preparaciones reseñadas. Se indican igualmente el peso estad<stico y el
número de grados de libertad <gí> para cada ensayo.

b> Potencias combinadas de los dos ensayos incluidos en tabla 4a.
Se indican intervalo de confianza, peso estadístico y probabilidad obtenidos
para cada combinación.
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Las actividades especificas anti-Xa y anti-lla de las HBPMestudiadas 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

concentración p/v <mg/mí> dados por los fabricantes para cada una de las

preparaciones.

ACTIVIDADES ESPECIFICAS ANTI-Xa Y ANTI-lla DELAS HBPM

Anti-Xa AntI-Iia
UI/mí

Poso
mg/ml

Actividad Específica aXalaila
UI/ina axa UI/mg ulla

UNE (40 PI>
HI3PM (1” PI)
FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXiPARINA
CLEXANE

2

2

22044

11011

9481

9836

0

0

0809

7376

2672

2504

1

1

170

140

100

100

193
168
130
79
95
98

193
67
58
53
27
26

1.0
2.5
2.2
1.5
3.5
3.9

Tabla 5, Relación de las actividades especificas anti-Xa y anti-lla de las HBPM
comerciales analizadas, en comparación con los valores establecidos para los
patrones internacionales de HNF y HBPM.

Como puede obsorvarse en esta tabla, las actividades biológicas varian

considerablemente dentro del grupo de las HBPM estudiadas. Fragmin es la

preparación con actividad específica más elevada, para las dos actividades

anti-factor Xa y anti-factor lía analizadas. Logiparin presenta una actividad

anti-factor lía relativamente alta, si bien su actividad anti-Xa es la más baja de

las HBPM estudiadas. La relación entre las actividades anti-factor Xa y anti-

factor lía varia desde 1 ~5para Logiparin a casi 3.9 para Clexane. Aunque los

valores incluidos en las tablas 3 a 5 corresponden a un lote de cada HBPM, en

el curso de la investigación se utilizaron dos lotes de Clexane y Fragmin, y

ambos mostraron idéntica actividad in viti-o. Por consiguiente las actividades

específicas 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 colaboración internacionales (Thomas et al.,

1984; Barrowcliffe et al., 1988>, se observó que excepto para las actividades

anti-factor Xa de Fragmin y HBPM<Pl>, todas las actividades especificas de las

HBPM son bajas comparadas con HNF (tabla 5>. Se destaca asimismo la

semejanza de datos entre HBPM <Pl> y Fragmin, siendo la relación aXa/alla de

2.5 y 2.2 respectivamente. Ello se explica porque el proceso de producción de

HBPM <Pl> es básicamente el mismo que para Fragmin.

IV.1 .2 Pj~jrj1a¡~j~n.sIel Tamaño Molecular

La determinación del rango de pesos moleculares de las HBPM

comerciales se llevó a cabo mediante un método de cromatografia de

exclusión molecular de alta eficacia <ver métodos pág. 45), que se fundamenta

en la disponibilidad de patrones adecuados do peso molecular, La figura 5

muestra los perfiles de la distribución de tamaño molecular para las cuatro

HBPM comerciales, en comparación con HNF. Cada pico en el cromatograma

representa 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 1 500 a 8000 Da. Sin embargo el patrón 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 proporción de moléculas de bajo peso molecular.

Además del perfil de la distribución del tamaño molecular, resulta muy

informativo obtener una indicación de la fracción de muestra por encima y por

debajo de determinados límites; 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 número de moléculas superior a 18

monosacáridos, Estos parámetros tomados juntos serán suficientes para

distinguir las HBPM entre sí, cuando responden a procesos de fabricación

diferentes.

DISTRIBUCIÓN DEL TAMAÑO MOLECULAR DE HNF Y l-IBPM

COMERCIALES

% Moléculas
3000-8000 D >8000 D > 18

sacáridos

75
55
65
55

20
30
10
10

55
55
50
30
95

FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE
HNF <Pl)

IV.1.3 Q¡a~v~ah1n

Tabla 6. Porcentaje de moléculas obtenido en los intervalos de 3000 a 8000
Da, o inferiores o superiores a 3000 y 8000 Da, para cada una de las HBPM
analizadas, Se indica asimismo el porcentaje de moléculas de longitud superior
a 18 sacáridos (5400 Da> en comparación con HNF.

Una de las principales características 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, cuál de éstas dos

actividades es más importante para su acción antitrombótica in vivo es aún un

tema 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 relación antí-

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 análisis expuestos, las HBPM tienen todas

características II? viti-o diferentes así como distinta distribución del tamaño

molecular, aunque están más estrechamente relacionadas entre sí que con su

progenitor convencional, la HNF, Si relacionamos los resultados del ensayo de

distribución del tamaño 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 más alto que FRS y LOS,

contienen también una mayor proporción de moléculas por debajo de 18

monosacáridos. Al revés, ERG y LOS que muestran una actividad anti-lla

superior a FRX y CLX, contienen un porcentaje de moléculas por encima de 18

monosacáridos superior a FRX y CLX. La relación aXa/alla para Logiparin es

la menor encontrada, lo que podría explicarse asimismo por la mayor

proporción de moléculas de alto peso molecular que contiene esta preparación.

Estas diferencias en la distribución del tamaño molecular son entonces la

causa predominante de las diferencias que muestran estas preparaciones en

sus actividades. Sin embargo, la relación entre las potencias in viti-o de las

HBPM y su efecto antitrombótico clínico es de difícil comprensión. Qué

proporción de la actividad anti-Xa de las HBPM o HNF contribuye a la

inhibición o supresión de generación de trombina en plasma y cómo de

diferente puede ser el comportamiento de estos preparados en un ensayo de

generación de trombina fue objeto de la experimentación desarrollada

subsiguientemente y los resultados se exponen en las sucesivas secciones de

esta memoria.
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IV.2 INHIBICIÓN DE GENERACIÓN DE TROMBINA POR HNF Y 146PM
EN PPP

Los experimentos relacionados con la expresión 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 coagulación activado y ATIII
<ensayos anti-lla), o en plasma al que se añadió HNF o HBPM y el factor de

coagulación activado (ensayos anti-Xa>. Sin embargo, si se considera que la

capacidad terapeútica de la heparina responde a su acción sobre el sistema de

la coagulación, un ensayo de generación de trombina en plasma total puede

estimarse más representativo de la situación in vivo, siendo además la
característica común de la terapia farmacológica antitrombética conocida hasta

el momento.

El objetivo de este estudio, por consiguiente, fue primero comparar la

capacidad de las HBPM y HNF para inhibir la generación de trombina en PPP

y segundo, analizar la relación entre la inhibición de generación de trombina

y la actividad obtenida en ensayos amidoliticos de inhibición de factor Xa y

factor lía.

IV.2.1 Curva Trombina-Fibrinógeno

El lote de fibrinógeno FN1 19, utilizado en los experimentos de

generación de trombina en PPP, se calibró frente al V~ Patrón Internacional de

Trombina (70/1 57> para conocer la correspondencia entre tiempos de

coagulación y unidades de trombina, La figura 6 muestra la curva de

calibración obtenida cuando se combinaron los resultados de los tiempos de

coagulación 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 intersección con el eje de ordenadas de esta curva, resultando los valores

-0.96999 y 2.35356 respectivamente; ambos datos se utilizaron en un

programa informático para calcular las unidades de trombina producida en

aquellos ensayos de generación de trombina en los que se habla incluido el

lote FN1 19 de fibrinógeno.

IV.2.2 Inhibición de generación de trombina por l-INF<PI>

La figura 7 muestra una curva típica de generación de trombina en PPP,

¡unto con los efectos de distintas concentraciones de HNF. En ausencia de

heparina, el comienzo de la generación de trombina fue rápido, alcanzando un

máximo de alrededor de 65 UI a aproximadamente 105 segundos, seguido de

una lenta disminución de la trombina producida. Cuando se añadieron

concentraciones de HNF cada vez mayores hubo una marcada inhibición de la

generación de trombina, así como un retraso progresivo en la aparición de la

concentración máxima de trombina, lo que consecuentemente se manifestó
por la reducción tanto del área bajo la curva como de la concentración del pico

de trombina inicialmente obtenido.

La tabla 7 muestra los resultados correspondientes a la relación dosis-

respuesta de HNF, en términos del área bajo la curva y de la concentración

máxima de trombina producida, expresados como porcentaje de los valores

obtenidos para el plasma control que fue estimado como 100%. La media de

los valores máximos de trombina obtenidos para el plasma control en estos

ensayos fue 64.6 ± 1.2 UI/mí. Un mínimo de tres ensayos se realizó 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

sección,
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EFECTODE HNF SOBRELA GENERACIÓNDE TROMBINAEN PPP

HNF
pg/ml

Ama Curva Trombina Pico de tromhina

0.25
0.5
1.0
2.0

63.5 ±3,6
34.0 ±2.9
18.7 ±1.4
9.8 ±2.3

89.7 ±3.2
57.0 ±5.0
23.6 ±2.6

8.3 ±0.3

Tabla 7. Los datos representan
obtenidos para cada concentraci

la media ± error estándar de los
ón valorada de HNF.

resultados

IV.2.3 Inhibición de generación de trombina por HBPM<PI>

Cuando se realizó un estudio similar para establecer una curva dosis-

respuesta del patrón de HBPM, analizando un rango de concentraciones de

0.5 a 4 pg do HBPM por ml de plasme, se encontró que la acción inhibitoria

de esta preparación sobre la trombina generada por el plasme 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
estas curvas para las distintas concentraciones del patrón de HBPM valoradas.

INHIBICIÓN DE GENERACIÓN DE TROMBINA INDUCIDA POR HBPM(PI)

HBPM
pg/ml

Ares Curva Trombina
%

Pico de trombina

0.5
1.0
2.0
4.0

57.0 ±2.6
32.7 ±3.4
20.0 ±1.4
11.0 ±0.0

89.3 ±0,2
73.8 ±5,4
45.7 ±4.1
18.1 ±3,7

Tabla 8. Los datos representan la media ± error estándar de los
obtenidos para cada concentración valorada de HBPM,

resultados
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Al igual que en el caso de HNF, en la tabla se indican los porcentajes del

área bajo la curva de trombina y de la concentración máxima de trombina

obtenidos para cada concentración de HBPM (Pl> respecto al plasma control.

La media de los valores máximos de trombina encontrados para el control de

plasma fue de 64.8 ± 1.6 U 1/ml en estos ensayos.

1V2.4 Comparación de los efectos de HNF(PI) y HBPM<PI>

Dos efectos del diferente comportamiento de los patrones de HNF y

HBPM pueden observarse en la fig. 9, que compara una misma concentración

de HNF y de HBPM (1 pg/ml>: HNF produce mayor inhibición del pico de

trombina y un mayor retraso en su aparición (de 1 50 seg a 225 seg> que el

patrón de HBPM. Los resultados de varios experimentos, analizando las

preparaciones referidas a la concentración de 1 pg/ml, se recogen en tabla 9.

PORCENTAJE DE GENERACIÓN DE TROMBINA
<lpg/ml>

Area Curva Trombina Pico de Trombina
96

HNF(n=6>

HBPM <n = 3>

19±1.4

33 ±3.4

24±2.6

74 ±5.4

Tabla 9. La inhibición del máximo de trombina y del área 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
estándar del número de experimentos realizados <n>.

Para HNF, el grado de inhibición encontrado fue similar cuando se media

el área bajo la curva o el máximo de trombina generada; sin embargo en el

caso de H~PM, la inhibición del máximo de trombina fue mucho menor que la
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inhibición medida en términos del área de la curva de trombina. Como la

evaluación de la máxima concentración de trombina generada depende de un

único valor, el área ba¡o la curva se consideró una medida más fiable ya que

analiza el curso de producción de trombina durante un período de tiempo.

Los valores dosis-respuesta para la inhibición de generación de trombina

por HNF(PI> y HBPM(PI), calculados como porcentaje del área bajo la curva, se

representaron en un sistema log-log <fig. 10> que muestra una relación lineal

exacta para cada una de las preparaciones ensayadas y el paralelismo de las

dos rectas, indicando un mecanismo de acción similar para ambos materiales.
A partir de estas rectas se llevó a cabo la cuantificación de la actividad de las

dos preparaciones, expresándola como CESO <concentración eficaz 50 %),
esto es, la cantidad de HNF o HBPM requerida para alcanzar el 50% de

inhibición de generación de trombina, que correspondió a 0.33 pg/ml para HNF

y 0.60 ug/ml para HBPM,

La cuantificación de la actividad como CE5O se realizó también a partir

de las curvas dosis-respuesta obtenidas con las concentraciones del pico de

trombina (tablas 7 y 8> observado para cada concentración de HNF<PI) y de

HBPM<PI>. Para el HNF<PI) el valor de CEBO encontrado fue similar al obtenido

en términos del área de la curva de trombina, 0.34 pg/ml, Sin embargo, en el

caso de HBPM<PI>, el valor de CESO fue superior al obtenido cuando se

analizaron los datos del área bajo la curva, 0.92 pg/ml. Los valores dosis-

respuesta se representaron en un sistema semilogarítmico que se presenta en

el gráfico de la fig. 1 6 con el resto de las preparaciones estudiadas.

IV.2.5 Inhibición de generación de trombina por HBPM Comerciales

La inhibición de generación de trombina por las cuatro HBPM
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comerciales (FF30, LOO, FRX y CLX> se cuantificó también en términos del

porcentaje del área bajo la curva de trombina y del porcentaje del pico de

trombina, 0011 respecto al plasma control, La media de los máximos de

trombina tUl/mi) para el plasma control en cada serio de experimentos fue:

60.09 ±2,02 (FAO>; 61.23 ±3.83 (LOO); 61.00 ±3.15 (FAX) y 6023 ±

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 pare las curvas dosis-respuesta desarrolladas,

se resumen en la tabla 10, Tomando de nuevo como referencia la

concentración de 1 pg/ml, el grado de inhibición encontrado con las HBPM fue

inferior al obtenido con los patrones internacionales de HNF y HBPM. Asi, 1

pg de FAX y CLX no produjeron ninguna inhibición del pico de trombina, y solo

un 25% en el caso de ERG y LOO. Si se considera el área de la curva de

trombina, se conseguía un 40% de Inhibición con las das primeras y un 60%

con las segundas,

Estos datos se representaron en un sistema log..log, si se trataba del

área bajo la curva (fig. 15) y en un sistema log dosis-respuesta cuando se

trató de las concentraciones máximas de trombina (fig, 1 6>, incluyendo

también las rectas dos¡s-respuesta obtenidas para las preparaciones HNF<PI>

y HBPM(PI). Como ocurrió para estos materiales, en el caso de las HBPM

comerciales se encontró una buena linealidad y paralelismo, tanto para la

relación dosis-respuesta calculada en función de la curva de trombina como

para la calculada en base a los picos de trombina.

Los valores de CESO, obtenidos en base al área bajo la curva y a los

valores de los picos de trombina, producidos en presencia de las distintas
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concentraciones de las HBPM (figs, 15 y 16), se recogen en la tabla 11

comparándolos con HNF(PI).

En una primera apreciación de estos resultados puede observarse que

la concentración de cada HBPM comercial, que se necesita para alcanzar un

grado similar de inhibición de generación de trombina, fue mucho más elevada

que en el caso de HNF. Se encontraron además diferencias sustanciales, en

términos de peso, entre las distintas HBPM investigadas: las cantidades

requeridas para inhibir el 50% de la trombina generada por el control de

plasma <en base al área bajo la curva) variaron desde aproximadamente dos

veces (patrón de HBPM) a cinco veces (Clexane) la cantidad encontrada para

HNF. Por otro lado, se necesitarían concentraciones más elevadas de los

materiales referidos si los cálculos se realizaran a partir de la inhibición del pico
o máxima concentración de trombina generada.

INHIBICIÓN DE GENERACIÓN DE TROMBINA: CE5O

Tabla 11, Cantidad de cada heparina estudiada (pg/ml plasma>, que sería
necesaria para producir un 50% de inhibición de generación de trombina en
PPP. Los datos se obtuvieron a partir de los gráficos de las figs. 1 5 y 16
respectivamente.
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Es importante subrayar que aunque la HNF era marcadamente más

potente que las HBPM valoradas, la condición de paralelismo entre las rectas

dosis-respuesta sugiere un mecanismo de acción similar para ambos tipos de

preparaciones. Esta condición de paralelismo se demostró en un análisis de

varianza <p>0,05), calculándose la potencia de cada una de las HBPM

comerciales frente a los dos patrones internacionales de HNF y de 118PM. La

tabla 12 muestra los datos encontrados para cada preparación al multiplicar

los valores de potencia, obtenidos en porcentaje en el análisis de líneas
paralelas, por las actividades especificas conocidas para los patrones de HNF

y 116PM,

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

Area Curva Trombina Pico de trombina

Frente a
HNF(PI)

ui/mg

Frente a
HBPM (Pl)

ul/mg

Frente a
HNF<PI)
ui/mg

Frente a
HBPM(PI)

ul/mg

HBPM(Pl)

FRAGMIN

LOGIPARIN

FRAXIPARINA

CLEXANE

93.1

70.6

70.7

42.6

36.3

5

51.4

51,3

30.6

25.8

68,6

54.8

611

31.1

33,8

53.3

57,6

30,3

33,0

Tabla 1 2. Actividades específicas de las HBPM comerciales en el ensaya de
generación de trombina en PPP, comparadas con HNF(PI) y HBPM (Pl),

Cuando el patrón internacional de 118PM se valoró frente al patrón

internacional de HNF y se consideraron para los cálculos las concentraciones

máximas de trombina, la actividad específica obtenida (68.6 ui/mg> fue la

misma que la encontrada en el estudio de colaboración internacional
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(Barrowcliffe et al,, 1988) para esto material, utilizando varios métodos.

Cuando los cálculos se realizaron en base a los valores del área bajo la curva

en las distintas concentraciones, la actividad específica de HBPM llegó a ser

un 36% más elevada.

IV.2.6 Correlación de las Potencias Inhibitorias do Generación de Trombina

con las Actividades Específicas Anti-Xa y Anti-lla

Al comparar <tabla 1 3) las potencias inhibitorias de las HBPM, obtenidas

en el ensayo de generación de trombina frente al patrón de HNF con sus

actividades especificas medidas en ensayos amidoliticos anti-lla, se observó

que ambos tipos de actividades biológicas se correlacionaban perfectamente,

ya fuera estimando los valores del área de la curva de trombina o las

concentraciones máximas de trombina generada. Los coeficientes de

correlación entre las dos medidas resultaron r=O.994 <p<0.001) si se

estimaba el área bajo la curva, y r=0.998 (p<0.0O1> si se consideraban los

valores de inhibición del pico de trombina. Sin embargo, la correlación entre

la inhibición de generación de trombina y las actividades especificas anti-Xa

mostradas en la misma tabla fue bastante inferior, con valores de r=O.843

(p=O.035) cuando se compararon los valores obtenidos en función del área

de la curva de trombina, y r=0.787 (p=O.063> sise estimaban los valores del

pico de trombina,

Una situación similar aparecía cuando se estimaron los valores CEBO,

en cuyo caso se encontró una relación inversa, de forma que las HBPM con

los valores CEBO más elevados presentaban las actividades más bajas en el

ensayo de generación de trombina y en ensayos anti-lla. Esta relación no se

encontró cuando los valores de CEBO obtenidos en los ensayos de generación

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

119



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

Logiparin, fueron inhibidores de generación de trombina menos efectivos.

POTENCIASRELATIVAS DE LAS HBPMEN ENSAYOSDE GENERACIÓNDE
TROMBINA, ANTI-Xa y ANII-lla

Inhibición de generación
de trombina

UI/mg Anti-Xa

UI/mg

Antí-lla

UI/mgAma Curva

Trombina

Pico de

Trombina

HNF(PI>

HBPM(PI>

FRAGMIN

LOGIPARIN

FRAXIPARINA

CLEXANE

193

93.1

70.6

70.7

42,6

36.3

193

68.6

54.8

61.3

31,1

33.8

193

168

130

79

95

98

193

67

58

53

27

25

Tabla 1 3. Relación de los valores de actividad obtenidos frente a HNF<PI> en
el ensayo de generación de trombina y en los ensayos amidoliticos anti-Xa y
anti-lla, que fueron objeto de comparación para calcular los coeficientes de
correlación de ambos tipos de actividades.

IV.2.7 Discusión

Los resultados en esta sección presentan por primera vez datos

comparativos de las HBPM como inhibidores de generación de trombina. Todas

las preparaciones de HBPM fueron menos potentes que HNF aunque habia

también importantes diferencias entre las HBPM, variando los valores CESO

entre 060 pg/ml para HBPM(PI) y 1 .59 pg/ml para CLX, ó entre 0.92 y 2.23

¡sg/ml si se consideraban los valores da los picos de trombina. No obstante,
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estas diferencias podian ser ampliamente explicadas por las diferencias entre

sus actividades específicas anti-Xa y anti-lla.

La capacidad de las HBPM para inhibir la generación de trombina se

correlaciona mejor con sus actividades anti-lla que con sus actividades anti-

Xa. Estos resultados soportan la hipótesis de que la actividad anti-lla es

importante para la inhibición de generación de trombina in vitro por las HBPM.

Sin embargo, cuando se considera la situación /n vivo, deben tomarse en

cuenta otros aspectos tales como la mejorada biodisponibilidad de las HBPM,

en comparación a HNF, y su menor neutralización por F4P. Por ello, se

efectuaron estudios de generación de trombina en presencia de F4P cuyos

resultados se presentan a continuación.
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IV.3 NEUTRALIZACIÓN DE LA ACTIVIDAD APTT DE HNFY DE HBPM

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 ¡sg del patrón internacional de HNF.

Una vez conocida la cantidad de F4P que neutralizaba toda la actividad APTT

de 1 ¡sg de HNF, se investigó si la misma cantidad neutralizaría actividades

biológicas equivalentes del patrón internacional de HBPM y de las otras HBPM

comerciales, en términos de actividad APTT.

IV.3.1 Pg,~n Internacional de HNF + Patrón Internacional de F4P

Inicialmente se utilizó el patrón 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 diseño indicado en la descripción del método APTT <ver pág. 56).

Ninguna de estas concentraciones producía un efecto neutralizante sobre 1 ¡sg

de HNF(PI). Todos los controles incluidos en el ensayo resultaron en los

valores esperados para el lote de plasme utilizado <31/7>. Los datos

presentados corresponden a la media de dos estimaciones. Una muestra de la

buena reproducibilidad del ensayo puede observarse en la tabla 14 a,b, en la

que se han incluido los valores individuales de los tiempos de coagulación

obtenidos para la concentración de 0.5 ng/ml de F4P y en ausencia de F4P.

La razón para ensayar tan bajas concentraciones de F4P fue la sospecha

de que la preparación utilizada era más potente que los 382 ng declarados en

la ampolla. El estudio de colaboración internacional, que se habla realizado

para calibrar la preparación referida y para comparar este material con otra

preparación purificada, había mostrado amplias diferencias entre distintos

laboratorios, en cuanto a su actividad biológica <datos no publicados).
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ENSAYOSAPTT: PATRÓNINTERNACIONALDE F4P

(a>

MP Tampón IifdF

(nuImI) rs lpg/ml

(b)

MP Tampón HNF

(ng/mi> rs 1>,g/ml

0.5

2

8

0.5

40,0

40.1

40.0

40.1

90.7

93.7

86.6

89.6

-

-

-

-

41,8

41.6

41.0

40.5

91.4

85.3

01.2

93.0

lo>

P4P Tampón ¡-(NF

<ng/mi) TTS lpg/mi

¡di

MP Tampón HNF

(ng/mil TTS lpg/mt

382

45.7

61.30

101

53.26

7

784

45.4
153.5

105
163

Tabla 14 a), b), c), d) Tiempos de coagulación (seg) del plasma control
(tampón) y plasmo heparinizado (HNF 1 ¡sg/mI) en presencia de distintas
concentraciones de F4P (83/50B> y en ausencia de esta preparación.

En los siguientes ensayos, se estimé que la concentración máxima que

podía conseguirse al reconstituir la ampolla de esta preparación en 1 ml de

agua destilada era de 382 ng de F4P por ml de plasma. En los ensayos se

utilizaron 1 00 pI de esta solución, siguiendo el diseño alternativo (Diseño 2)

ya descrito en el método de referencia (APTT, pág. 56). Los tiempos de

coagulación del plasma control fueron algo más largos que los obtenidos en

los ensayos anteriores, en ausencia y en presencia de heparina, debido a la

mayor dilución del plasma en este diseño. Los resultados mostraron (tabla

1 4c> que esta cantidad de F4P era aún insuficiente para neutralizar 1 ¡sg de

HNF. A la vez pudo observarse una prolongación del tiempo de coagulación en

el control de F4P que significaba alguna interferencia de la preparación sobre

el ensayo de APTT.

Al reconstituir la ampolla de F4P con 500 pl de agua destilada y tomar
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igualmente 100 pl para conseguir una concentración de 764 ng por ml de
plasma, el tiempo de coagulación para el control de F4P se incrementó de

forma anormal en relación al del plasma control (tabla 14d>. La explicación de

este efecto, que no había sido tan evidente en el ensayo previo, podría ser una

elevada concentración de sales en la preparación, que resultaba alrededor de

1.2 M NaCí en la mezcla final del ensayo. También en este caso se observaron

valores ligeramente superiores del plasme control respecto a los ensayos

donde el plasma estaba menos diluido (Diseño 1).

Una curva dosis-respuesta se diseñó por último, con la preparación

reconstituida en 1 ml de agua destilada, realizando las diluciones en TTS. Una

muestra de 100 pl se tomó también en este caso (Diseño 2>. Como puede

observarse en la tabla 1 5, se confirmaron los resultados que se hablan

obtenido previamente, mostrando que la preparación de F4P 83/505 era

inadecuada para su uso en ensayos de APTT.

IMP <Pl>: CURVA DOSIS-RESPUESTA

F4P
Dilución

Tampón
TTS

HNF
‘Ipg/ml

1/2
1/3
1/4
1/5
1/6

382 ng/ml

45.0
49,5
47.5
46.5
57,5
45.0
63.5

95.0
82.1
84.0
75.0
96.0
82.5
82.5

Tabla 1 5. Tiempos de coagulación obtenidos para el control de plasme y
plasma heparinizado cuando se adicionaron distintas cantidades de F4P<PI).
Las concentraciones más elevadas de F4P prolongan los tiempos de
coagulación del tampón.

124



Los datos indican que la preparación no era idónea para estudios de

neutralización por dos razones: no existía suficiente material en las ampollas

para neutralizar lpg/ml de HNF(PI> y la preparación influía en los ensayos de

APTT, prolongando los tiempos de coagulación, La variabilidad en los

resultados podía deberse al efecto de la concentración de sales o a diferencias

de solubilidad al haber reconstituido la ampolla en agua destilada y obtener las

diluciones de trabajo en TTS,

IV.3.2 Patrón Internacional de HNF + PreDaración de F4P 82/648

Se analizó una segunda preparación de F4P purificado, NIBSC 82/648

(tabla 16). La actividad biológica de esta preparación se estimó en 500 ng por
ampolla, cifra obtenida del protocolo utilizado en el estudio de colaboración

internacional para establecer el patrón de F4P purificado humano (datos no

publicados),

ENSAYOS APTT: F4P 82/648

F4P
ng/ml

TTS HNF
lpg/ml

500
1000

46.4
125.3
241.4

95.0
138.3
455.4

Tabla 1 6. Incremento de los tiempos de coagulación (seg) del control de F4P
(500 ng y 1000 ng) asi como en presencia de heparina, en comparación con
los del plasma control (TTS>,

Se reconstituyeron dos ampollas con 0,5 y 1 ml de agua destilada

respectivamente, tomando 100 ¡sí directamente de esta solución para los

ensayos, a fin de obtener concentraciones finales de 500 y 1000 ng de F4P

por ml de plasma. La preparación 82/648 mostraba de nuevo una prolongación

125



de los tiempos de coagulación del plasma control. En consecuencia era

también inadecuada para ensayos de APTT.

Aunque no se pudieron encontrar detalles de la composición de este

material, la razón de esta alteración en los tiempos de coagulación era muy

probablemente debida a una alta concentración de sales. Todos los datos

representan la media de al menos dos determinaciones.

IV.3.3 Patrón Internacional de HNF + Preparación de F4P (Rl

Por indicación del Dr, Duncan Pepper <comunicación personal> se

conocía que la preparación F4P <R> no sería soluble en solución salina, en una

concentración superior a 25 ¡sg/ml. Para superar esta dificultad técnica se

decidió utilizar diluyentes de alta concentración salina y bajo pH.

El diluyente de NaCí 2M Tris 50 mM, pH 7.4 se consideró adecuado

para los ensayos de APTT, comprobándose que este diluyente no interferiría

en los tiempos de coagulación del plasma al utilizar volúmenes de 5 y 10 ¡sí de

muestra, en la mezcla de reacción final (tabla 1 7), con 90 y 80 pl de plasma

respectivamente. Se comprobó asimismo que no sería posible utilizar

volúmenes de 100 pl de este material. Un diluyente alternativo de F4P, ácido

acético al 1 0 % <y/y> en agua, se rechazó también por su interferencia en los

ensayos, al no permitir la coagulación del plasrna. Otras alternativas para

disolver F4P, como calentamiento a 370C o ultrasonicación no se utilizaron

para evitar problemas de estabilidad.

Los tiempos de coagulación 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 diseños analizados. No obstante estos
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valores variaron dependiendo del diseño escogido, siendo 41.6±0.6seg la

media obtenida para el control de plasma <90 pl) en presencia de 10 pl TTS.

DILUYENTES DE F4P EN ENSAYOSAPTT

NaCI2M
(pl)

T0 de Coagulación
(seg)

A. Acético 10%
<pl>

T0 de Caagulac¡ón
(seg>

1
1

10
100

42.3±1.2
41.7 ±0.2
42.7±0.2

>800

1
1
10

42.3±1.2
> 500
>800

Tabla 1 7. Incremento del tiempo de coagulación del plasme control en
presencia de 100 pl de NaCí 2M y en presencia de ácido acético 10%. Los
datos representan la media ± error estándar para cada medida,

Con la preparación de F4P (A) disuelta en NaCí 2M Tris 50 mM pH 7.4,

se ensayó un rango de concentraciones de 0.4 a 10 ¡sg por ml de plasme en

presencia de 1 pg de HNF (tabla 18>, realizándose cuatro ensayos: el primero

con 0.4, 0,6, 0.8, 1, 2 y 5 ¡sg de F4P; los tres restantes con 5, 7 y 10 ¡sg.

ENSAYOS DE NEUTRALIZACIÓN: F4P (R) + 1 ¡sg de HNF

F4P
¡sg/ml

NEUTRALIZACIÓN

0.4 a 2.0
5.0
7.0
10.0

4
46.8 ±2,7 (n~4>
70.0 ±3,0 (n=3)
95.1 ±2,5 (n=3)

Tabla 18. Valores medios de los porcentajes de neutralización <± error
estándar> de 1 ¡sg de HNF por 5, 7 y 10 ¡sg de F4P<R) por ml de plasme, El
valor de n corresponde al número de estimaciones,

Ninguna neutralización se observó con 0.4 ¡sg a 2 ¡sg. Resultados

127



reproducibles del porcentaje de neutralización se obtuvieron en el rango de 5

a 10 ¡sg de F4P(F<). El porcentaje de neutralización se calculé de acuerdo a la

fórmula expresada previamente en la sección de métodos <pág. 77). Los

resultados obtenidos en estos experimentos (tabla 18>, mostraron que 10 ¡sg

de F4P por ml de plasma serian necesarios para neutralizar al menos 95% de

la actividad APTT de 1¡sg de HNF.

A modo de comprobación se analizaron concentraciones de 5, 7, 10 y

20 ¡sg de F4P<R) en presencia de 2 ¡sg de HNF. La tabla 19 muestra los valores

de neutralización encontrados en estas condiciones de ensayo. Podia

concluirse que 20 ¡sg de F4P serian necesarios para neutralizar al menos 96%

de la actividad APTT de 2 ¡sg de HNF en las condiciones de ensayo.

En el curso de estos ensayos se cambió el lote de plasme, del 31/7 al

13/11. El tiempo de coagulación del plasma control varió 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 mi’nimo de

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

ENSAYOSDE NEUTRALIZACIÓN: F4P (R) + 2pg de HNF

F4P

¡sg/ml

Neutralización

1
1

10
20

21.8 ±3.2
48.9 ±2.0
70.0 t 5.0
96,3 ±3.7

Tabla 19, Porcenta¡e de neutralización de 2 ¡sg de HNF por 5, 7, 10 y 20¡sg
de F4P(R> por ml de plasma, Los datos corresponden a la media ± error
estándar de dos ensayos independientes.
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IV.3.4 Patrón Internacional de HBPM+ Prenaración de F4P <R

)

Los ensayos siguientes se diseñaron para determinar la cantidad de

HBPM<PI> que mostraría una actividad equivalente a 1 ¡sg de HNF en el sistema

APTT, y que podría asimismo ser neutralizada por 10 ¡sg de F4P(R), El tiempo

de coagulación 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

prolongación del tiempo de coagulación del control de plasma, entre los

patrones internacionales de HNF y de 116PM, fue de 1 ¡sg y 4 ¡sg

respectivamente. Es decir, 4 ¡sg de 118PM <Pl> eran necesarios para producir

un efecto similar a 1 ¡sg de HNF en el sistema APTT,

CURVA DOSIS-RESPUESTA DE HBPM<PI>

Concentración
(¡sg/mí>

Actividad anti-lla
(UI/mí>

T0 de coagulación
(seg)

116PM
2
4
6
8

0.13
0.26
0.40
0.53

58.1 ±1.2
75.0 ±4.3
87,6 ±3.3

104.0 ±2.3

HNF
1
2

0.19
0.39

77.7 ±3.3
113.0 ±2.3

Tabla 20. Curva dosis-respuesta obtenida para el HBPM<PI>, entre 2 y 8 ¡sg
de esta preparación. La prolongación del tiempo de coagulación del plasma se
muestra en comparación con el efecto de 1 y 2 ¡sg de HNF/ml de plasma, en
el mismo sistema de ensayo. Los datos corresponden a la media ± error
estándar de tres ensayos,
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En la tabla se han incluido también los valores correspondientes a la

actividad anti-lla, calculados a partir de la actividad específica de HBPM (Pl>

y de HNF <Pl>. Según estos valores, la actividad anti—lla de 1 y 2 ¡sg de HNF,

equivaldría aproximadamente a 3 y 6 ¡sg de I-IBPM.

Los experimentos con 4¡,g de HBPM(PI) y distintas concentraciones de

F4P<R) de 25, 30, 35 y 40 ¡sg/ml de plasma, mostraron que concentraciones

tan elevadas como 35 ¡sg 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

concentración de F4P<R) podía obtenerse al menos un 90% de neutralización

de la actividad APTT de 2 ¡sg del patrón de HBPM.

ENSAYOSDE NEUTRALIZACIÓN: F4P(R) + HBPM(PI)

4pg de HBPM

F4 P
¡sg/ml

Neutralización

25
30
35
40

61.9±6.0 n=2
66,0±0.3 n=2
75.7±0.1 n=2
77.6±3.5 n~3

2pg de HBPM

35 90.5±6.0 n=3

Tabla 21. Porcentajes de neutralización de 2 y 4 ¡sg de HBPM(PI> por varias
concentraciones de F4P<R>. Los datos corresponden a la media ± error
estándar del número de experimentos (n> que se indican.

IV.3.5 HBPMComerciales + Prenaración de F4P (R~

Con respecto al comportamiento de las HBPM comerciales en el sistema

APTT, se valoraron distintas concentraciones de CLX. La curva dosis-
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respuesta obtenida <tabla 22) fue mucho más plana que la encontrada para

HNF: aún 5 ¡sg de Clexane producían una prolongación del tiempo de

coagulación inferior a 1 ¡sg de HNF. Es decir el efecto de 5 ¡sg de CLX en un

sistema APTT es muy inferior al producido por 1 ¡sg de HNF en el mismo

sistema. La actividad anti-lla correspondiente a la concentración de 5 ¡sg.

calculada como en el caso anterior a partir de la actividad específica obtenida

para CLX <ver sec, IV.1, pág. 92), resultaba asimismo inferior a la exhibida por

1 ¡sg de HNF, que equivalía aproximadamente a 8 ¡sg de la preparación.

CURVADOSIS-RESPUESTADE CLEXANE

CLX
<s.,g/ml)

Actividad antí-lla
(UI/mí)

T0 de coagulación
(seg>

5
5
5
5
5
5

0.025
0.050
0.075
0.10
0.12

41.9 ±0.5
45.2 ±0,1
50.0 ±0.5
52.2 ±0.7
54.4 ±0.4
56.5 ±0.5

HNF (lpg/ml> 0.19 76.1 t 2.7

Tabla 22. Tiempos de coagulación obtenidos a distintas concentraciones de
CLX por ml de plasma, en el sistema de ensayo APTT, mostrados en
comparación con 1 ¡sg de HNF. Los datos representan la media ± error
estándar de dos ensayos independientes.

A modo de ensayos tentativos, se escogieron 5 ¡sg de CLX para estudiar

el efecto neutralizante de distintas concentraciones de F4P(R>: 14, 25, 40 y

50 ¡sg/ml de plasma. Cuando se ensayaron concentraciones de F4P(R> tan

elevadas como 40 ¡sg, 20 % de la actividad de 5¡¡g de CLX en el sistema

APTT quedaba todavía sin neutralizar (tabla 23). Concentraciones mayores de

F4P(R) de hasta 100 ¡sg no lograron una neutralización superior,
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ENSAYOSDE NEUTRALIZACIÓN: F4P(R> + 5pg de CLX
F4P

pg/ml

%Neutralización

CLX Spg HNFlpg

14
25
40

54.6 ±0.9
67.9 ±0.5
75.6 ±1,0

96.0 ±0.7

Tabla 23. Porcentaje de neutralización de CLX 5¡sg por varias concentraciones
de F4P, en comparación con 1 ¡sg de HNF, Los datos representan la media ±
error estándar de dos o más ensayos independientes.

IV.3.6 Discusión

Los resultados indicados muestran que el método APIT inicialmente

escogido para los estudios de neutralización de heparina por F4P no era el

sistema adecuado, debido a la influencia de las preparaciones de F4P sobre los

tiempos de coagulación del plasma y además a la menor sensibilidad de este

sistema de ensayo para las HBPM que para HNF.

Como se ha indicado ya, 4 ¡sg de 116PM (Pl) mostraban la misma

actividad APTT que 1 ¡sg de HNF y en el caso de CLX, una alta concentración

de esta preparación (5 ¡sg> parecía alcanzar un efecto meseta sobre el tiempo

de coagulación del plasma <57 seg>, siendo todavía muy inferior al efecto

causado en el mismo sistema por 1 ¡sg de HNF (76 seg). Sin embargo, si

consideramos los valores de actividad específica de HBPM y CLX obtenidos

en un sistema de actividad anti-lla, apenas 3 ¡sg de 116PM (Pl> debían producir

ya la misma actividad que 1 ¡sg de HNF; presentando CLX una actividad

específica anfflla aproximadamente ocho veces inferior a HNF.

Los ensayos de neutralización realizados en esta sección han Indicado
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que 10 ¡sg de F4P<R> neutralizarían al menos 95% de la actividad APTT de

1 ¡sg de HNF, pero 40 ¡sg solo lograron neutralizar el 75% de la actividad de

4 ¡sg de HBPM y la misma proporción de la actividad mostrada por 5 ¡sg de

CLX. Únicamente la preparación de F4P(R) se utilizó en los restantes estudios

de neutralización que se describen seguidamente en la presente memoria.

Como alternativa al método de APTT, la investigación sobre estudios de

neutralización de heparinas por F4P realizada posteriormente, se llevé a cabo

midiendo la actividad anti-lla en ensayos de sustratos cromogénicos por ser

un sistema de ensayo más sensible y definido, en particular si se trataba de

comparar los resultados posteriormente con el comportamiento de los mismos

materiales en la inactivación de la actividad anti-Xa, La investigación realizada

sobre estudios de neutralización de heparinas por F4P con la metodología

indicada, además de en un sistema de generación de trombina, se recoge en

la siguiente sección,
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IV.4 NEUTRALIZACIÓN DE LAS ACTIVIDADES INHIBITORIAS DE

GENERACIÓN DE TROMBINA, ANTI-Xa Y ANTI-lla DE HNFY DE HBPM

En secciones anteriores se ha estudiado la eficacia de HNF(PI) y de

varias preparaciones de HBPM como inhibidores de generación de trombina,

sus potencias en ensayos convencionales anti-Xa y anti-lla por sustratos

cromogénicos y cómo estas actividades podrían estar relacionadas. Se ha

demostrado asimismo que el método APTT no podía ser el método de elección

para estudios de neutralización de heparinas por F4P, a la vez que se han

evaluado distintos concentrados de F4P.

Corno continuación de estas observaciones, esta sección describirá los

experimentos llevados a cabo para establecer la proporción en la que las

haparinas objeto de estudio, HNF<PI) y cinco 118PM, pueden ser neutralizadas

por una determinada preparac¡ón de F4P, F4P(R), en los ensayos de

generación de trombina y ensayos anlidoliticos anti-lla y anti-Xa.

IV.4.1 Efecto de F4P sobre las Actividades Biológicas de Generación de

Trombina, anti-Xa y antí-lla

El objetivo del estudio de neutralización con el F4P purificado, F4P(R>,

fue investigar si el patrón internacional de HBPM y cuatro 116PM comerciales,

mostraban una resistencia incrementada a la neutralización por F4P, en

comparación con HNF.

En experimentos previos se habia determinado que la concentración de

las 118PM, que producía una inhibición equivalente a 1 ¡sg de HNF en un

sistema de generación de trombina en PPP (80% de inhibición), correspondía

a 2 ¡sg para 116PM, 3 ¡sg para FRG y LOG, 4 ¡sg para FAX y E ¡sg para CLX.
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En otras palabras 2, 3, 4 ó 5 veces de los materiales referidos se necesitaron,

en términos de peso, para conseguir la misma actividad anticoagulante que

1¡sg de HNF. Las mismas concentraciones de HNF y de las HBPM se utilizaron

para comparar los efectos neutralizantes de F4P en los ensayos de generación

de trombina y amidolíticos anti-lla y anti-Xa. La tabla 24 muestra las

actividades biológicas anti-Xa y anti-lla, equivalentes en estos sistemas de

ensayo, expresadas en unidades internacionales,

ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE HNF Y DE HBPMUTILIZADAS EN LOS
ENSAYOSDE NEUTRALIZACIÓN PORF4P

Arití-lla
(UI)

Ant’-Xa
<UI>

HNF<PI> lpg
HBPIVI(PI> 2pg
FRAGMIN3pg
LOGIPARIN 3pg
FRAXIPARINA 4pg
CLEXANE5pg

0.19
0.13
0.17
0.16
0.13
0.12

0.19
0.34
0.39
0.24
0,47
0.49

Tabla 24. Concentraciones (¡sg/ml de plasme) de HNF y 116PM, expresadas en
unidades internacionales, de acuerdo a sus actividades específicas.

El paso siguiente era analizar si la misma actividad biológica podía ser

neutralizada por la misma cantidad de F4P. Cantidades crecientes de F4P(R>

de 6, 8, 10, 12 y 14 ¡sg/mí, en la mezcla de reacción final, se utilizaron

primero en ensayos anti-lla, con una concentración fija de HNF, 1 ¡sg/mí, a fin

de establecer la concentración mínima de F4P necesaria para neutralizar toda

la actividad anti-lla de esa concentración de HNF. Concentraciones más

elevadas de F4P<R>, de 14 ¡sg a 50 ¡sg/mí, se utilizaron después en ensayos

anti-Xa, anti-lla y de generación de trombina, para estudiar la capacidad de

neutralización por F4P de las distintas HBPM en comparación con HNF.
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La cantidad de F4P obtenida en los ensayos de APTT como la mínima

necesaria para neutralizar 1¡sg de HNF, fue 10 ¡sg/ml de plasma (sec. IV.3,

pág. 1 26)~ Al introducir los ensayos de actividad anti-lla, se confirmó con

mayor precisión que la concentración mínima de F4P(R), que neutralizaría toda

la actividad anti-lla de 1 ¡sg de HNF, era 14¡sg/ml (fig. 17). Esta concentración

de F4P se utilizó posteriormente en estudios comparativos de HNF y de las

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

Dos lotes diferentes de F4P(R) se incluyeron en estos experimentos,

Para determinar si su capacidad de neutralización seria equivalente, tres

concentraciones de ambos lotes 6,8 y 10 ¡sg/ml se valoraron frente a 1 ¡sg de

HNF en ensayos anti-lla. Un análisis de varianza de los resultados obtenidos

rindió lineas paralelas, informando un comportamiento similar de ambos lotes.

Cuando el primer lote utilizado se consideró como patrón, los valores del

segundo lote fueron los siguientes:

Método amidolitico Reoresentación Gráfica

alía <ATIII> Log dosis-respuesta 108 <105-111>

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

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

este estudio.

Los efectos de 14 ¡sg 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 concentración de F4P se

neutralizaron más del 90% de las actividades anti-Xa y anti-lla de HNF

mientras que la neutralización en el sistema de generación de trombina fue del

orden de 80%. Para las HBPM, sin embargo, existían marcadas diferencias en
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el grado de neutralización en los tres métodos de ensayo. La actividad anti-Xa

se neutralizó en mucha menor proporción que la actividad anti-lla y, excepto

para Logiparin, la neutralización en el ensayo de generación de trombina se

encontró 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 generación de trombina, se neutraliza en menor proporción que en

HNF.

Cuando se utilizó una concentración más elevada de F4P<R>, 25 ¡sg/mI,

todas las actividades de HNF<PI> se neutralizaron completamente al igual que

las actividades anti-lla de las cuatro HBPM comerciales, El grado de

neutralización en el ensayo de generación de trombina se encontró entre 60

y 80%, mientras que se neutralizó menos del 50% de la actividad anti-Xa, con

la excepción de Logiparin (fig. 1 9>.

Al incrementarse la concentración de IMP a 35 ¡sg/mí, la diferencia de

neutralización en el ensayo de generación de trombina entre HNF y las HBPM

desapareció virtualmente, demostréndose una neutralización en torno al 90%

de las HBPM. Sin embargo, con la excepción de Logiparin, una gran proporción

de la actividad anti-Xa permaneció sin neutralizar, Los datos que soportan la

fig. 19 se resumen en la tabla 25. Otros estudios mostraron que un 100% de

neutralización de las HBPM podía alcanzarse en el ensayo de generación de

trombina a 50 ¡sg/ml de F4P (datos no mostrados>.

IV.4.2 Efecto de F4P en Ensayos Antí-lla con Plasma Desfibrinado

Para tratar de explicar las diferencias de los resultados de neutralización

entre el sistema de generación de trombina y los ensayos de actividad anti-lla,

se examinaron las diferencias en metodología: en los ensayos antí-lla se había
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utilizado ATIII purificada, y en el ensayo de generación de trombina, plasma

desfibrinado, A fin de conseguir condiciones similares a las de éste último

sistema, los ensayos anti-lla se llevaron a cabo en presencia de 14 ¡sg/ml de

F4P(f3) utilizando plasma desfibrinado, en lugar de ATIII purificada (tabla 26>.

ENSAYOS ANTI-lla EN PLASMA DESFIBRINALDO

Anti-lla

(ATIII>

Anti-lla

(Plasma desfibrinado>

HNF<PI> lpg 99.3 ±0.5 97.5 ±0,0

HBPM<PI> 2pg 63.4 ±1,2 85.0 ±0.5

FRAGMIN 3pg 75.9 ±2.4 70.7 ±3.2

LOGIPARIN 3pg 70.3 ±1.0 45.3 ±3.0

FRAXIPARINA 4pg 88.6 ±0.1 84.3 ±1.3

CLEXANE Spg 83.7 ±1.2 71.8 ±1.3

Tabla 26. Porcentajes de neutralización encontrados para las distintas
heparinas en el sistema de ensayo amidolitico anti-lla, utilizando ATIII o plasme
desfibrinado, en presencia de 14 ¡sg de F4P. Los datos representan la media
±error estándar de tres experimentos, utilizando las concentraciones de HNF
y HBPM indicadas.

El uso de plasma desfibrinado dió valores de neutralización de HNF y de

las HBPM, por F4P, semejantes a los obtenidos en el sistema purificado con

la excepción de nuevo de Logiparin en cuyo caso la neutralización se redujo

de 70% a 45%, valor éste más próximo al obtenido en el ensayo de

generación 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 amidoliticos para la determinación de las actividades anti-

Xa y anti-lla se realizan normalmente en ausencia de CaCI2. Esto podría ser

tina razón para justificar las diferencias de neutralización por F4P<R), que se

encontraron para HNF y ras HBPM, entre estos ensayos y el sistema de

generación de trombina en el cual se utilizó CaCI2.

El efecto de una concentración fisiológica de 3 mM de CaCI2, sobre las

actividades anti-Xa y anti-lla de HNF<PI) y de cinco 118PM diferentes, a las

mismas concentraciones ya indicadas, se valoró utilizando ATIII purificada, en

presencia y ausencia de una concentración fija <14 ¡sg/mI> de F4P<R>. Los

ensayos con ATIII se realizaron en presencia y en ausencia de CaCI2,

Los ensayos realizados en presencia de CaCI2 3 mM indicaron una

inhibición más elevada de factor Xa por ATIII, teniendo una influencia contraria

sobre la inhibición de factor lía <tabla 27>. Sin embargo, no se encontraron

diferencias en el porcentaje de neutralización por F4P en presencia o ausencia

de CaCI2 para ninguno de los dos sistemas de ensayo considerados.

IV.4.4 Efecto de F4P en Ensayos Antí-lla en presencia de Calcio y Fosfolípido

A fin de explicar las diferencias de neutralización por F4P entre los

ensayos anti-lla y de generación de trombina, se consideró una tercera

alternativa. Para acercanos a las condiciones analíticas del ensayo de

generación de trombina, los ensayos anti-lla se llevaron a cabo en presencia

de calcio y fosfolípido, utilizando dos concentraciones distintas de calcio, 25

mM y 3mM. La de 25 mM simularía la concentración molar de calcio en el

ensayo de generación de trombina y 3 mM, las condiciones fisiológicas. El
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fosfolipido se utilizó a la misma concentración que para el ensayo de

generación de trombina, Por último, para conseguir proporciones equivalentes

al ensayo de generación de trombina, se utilizaron volúmenes iguales de ATIII

(heparina/F4P), fosfolipido y calcio,

La influencia de calcio y fosfolipido en los ensayos anti-lla, en presencia

de 14 ¡sg de F4P, se estudié únicamente con 1 ¡sg de HNF <Pl>. Los valores de

absorbancia para el control de HNF, en presencia y ausencia de calcio y

fosfolipido, fueron los siguientes:

- Ausencia de fosfolípido y calcio 0,392±4.910~

- Ausencia de calcio y presencia de fosfolípido 0.392±8,3.10.a

- Presencia de calcio y ausencia de fosfolipido O,378±3,6i0~

- Presencia de fosfolipido y calcio 0.377±8.71O’~

Las lecturas de absorbancia obtenidas cuando 1 ¡sg de HNF se ponia en

presencia de 14 ¡sg de F4P, en las condiciones diseñadas para el ensayo

(presencia de calcio y fosfolipido>, dieron valores de 0.648±2.36I0’~,Se

observaron asimismo los valores de absorbancia de las mezclas de reacción en

ausencia de HNF y F4P y en ausencia de HNF y presencia de F4P, que

resultaron 0,655±5,04~10~. Este valor representa la lectura máxima de

absorbancia, cuando toda la trombina adicionada está presente.

Por consiguiente, el porcentaje de neutralización de HNF en este sistema

de ensayo, no mostró ninguna diferencia con resultados previos en ausencia

de calcio y fosfolipido. Los datos tampoco mostraron ninguna diferencia

significativa cuando se utilizaron las concentraciones de 25 mM 6 3 mM de

CaCI2, Los resultados observados corresponden a la media de tres

experimentos independientes.
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IV.4.5 Discusión

De los experimentos recogidos en esta sección pueden extraerse una

serie de importantes conclusiones

La primera es que las 118PM son más resistentes que MNF a la

neutralización por 14¡sg/ml de F4P, cuando se valoran a concentraciones que

producen la misma actividad biológica en un sistema de generación de

trombina en PPP. Sin embargo, esta diferencia se debe fundamentalmente a

las más altas concentraciones de las 118PM requeridas para alcanzar la misma

actividad biológica que en el caso de HNF.

Por otro lado, aunque las actividades de las HBPM en el ensayo de

generación de trombina estaban bien correlacionadas con sus actividades anti-

lía <sec. IV.2>, el grado de neutralización por F4P fue inferior en el ensayo de

generación de trombina que en los ensayos anti-lla (fig. 1 9>. Examinada la

posibilidad de que los distintos grados de neutralización se debieran a

diferencias metodológicas, entre el sistema de generación de trombina y los

ensayos amidolíticos, parece que las diferencias obtenidas entre los tres

sistemas de ensayo diferentes anti-Xa, anti-lIa y generación de trombina eran

genuinas y las razones tienen que ser analizadas,

Volviendo a los 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 contribución menor a la inhibición de la generación de trombina, al menos

en el sistema de ensayo que se utilizó. Los resultados en presencia de F4P

también indican que una porción de su actividad anti-Xa, que es más

resistente a la neutralización por F4P, debe contribuir a la inhibición de

generación de trombina y esta porción fue más elevada para la mayoría de las
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HBPM que para la HNF. Esta observación podía ser particularmente importante

in vivo en condiciones en las que es posible la activación de plaquetas. Otros

estudios de las actividades de las HBPM, en presencia de plaquetas, se

describen en la sección siguiente.
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IV.5 INHIBICIÓN DE GENERACIÓNDE TROMBINAPORHNFY HBPMEN

PRP

Los experimentos descritos en la sección anterior trataban de investigar

el efecto del F4P purificado sobre la inhibición de generación de trombina por

HNF y por distintas 116PM. No obstante, otras interacciones podían afectar sus

actividades anticoagulantes al utilizar plaquetas enteras, La relativa

importancia de la activación de plaquetas, sobre la inhibición de generación de

trombina de estos preparados en el sistema intrínseco, se estudió en una

mezcla de reacción 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 generación de trombina en PRP

y comparar estos resultados con los efectos previamente encontrados en PPP,

en ausencia y presencia de F4P. En segundo lugar, estudiar la relación entre

la potencia inhibitoria de generación de trombina en PRP y las actividades anti-

Xa y anti-lla determinadas en ensayos amidolíticos,

IV .5.1 Curva Trombina-Fibrinógeno

En estos experimentos se incluyeron dos lotes diferentes de fibrinógeno~

el lote FN1 19 ya utilizado en los experimentos de generación de trombina en

PPP y un nuevo lote, el FN1 21. El nuevo lote se calibré frente al primer patrón

internacional de a-trombina, siguiendo el mismo método que para el lote

FN1 19 <pág. 73). Se valoró un rango de concentraciones de 75 UI a 0.78

UI/mí de trombina,

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

de los tiempos de coagulación 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 intersección con el eje de ordenadas de esta curva resultaron ser

-0.97609 y 2.24852 respectivamente. En un ensayo con un pequeño rango

de concentraciones se comprobó asimismo que no existían diferencias a causa

del uso del patrón internacional de a-trombina (89/581), en lugar del patrón

internacional de trombina (70/1 57> que se habia tomado como referencia para

la calibración del lote anterior de fibrinógeno, FN1 19.

Al igual que en el caso del lote FN1 19, los datos obtenidos en la

calibración del lote FN1 21 se introdujeron en un programa informático (ver

sec, métodos pág. 85) para calcular la trombina producida en cada ensayo de

generación de trombina, cuando se utilizaba el referido lote.

IV.5.2 Generación de trombina en PRP

La generación de trombina, activada por contacto con una superficie de

vidrio, se midió en PFiP 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 máximo de seis curvas se realizaron en cada

serie de ensayos y al menos dos experimentos independientes se efectuaron

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

Corno se verá en las curvas presentadas a lo largo de esta sección, en

PRP en ausencia de heparina se generó una respuesta espontánea de

trombina, de concentración máxima 30 a 50 UI/mí, después de un tiempo de

alrededor de 4 a 5 minutos desde su recalcificación, El recuento de plaquetas
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de las muestras de PRP utilizadas, cubrid un rango de factor 2: 2.2x109 a

5.3x i0~,

La influencia de distintas concentraciones de plaquetas sobre la

producción de trombina se valoró en experimentos preliminares, diluyendo

muestras de PRP en PPP del mismo donador. El proceso de dilución no

modificó 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

plaquetas/mí>, redujeron la curva de trombina y la concentración 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 relación dosis-

respuesta do los materiales ya enunciados en un sistema de generación de

trombina que utilizaba PRP, y con el fin de reproducir las mejores condiciones

fisiológicas in viti-o, no se consideró necesario añadir 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

diluido y el recuento de plaquetas se realizó únicamente para tener la

información del rango de concentración que estaba siendo utilizado,

Las muestras de PRP se valoraron al comienzo y en la mayoría de los

casos al final de cada serie de ensayos, a fin de evaluar la estabilidad de cada

muestra de plasma utilizada, Una tendencia a la reducción de la fase de retraso

en la aparición del pico de trombina, asi como a la disminución de la cantidad

de trombina generada, aparecía frecuentemente después de un periodo de

tiempo de 2h30’ [<fig.21, curva (U>]; este hecho se consideró debido a la

presencia de una mayor concentración de fosfolípidos procoagulantes en la

mezcla de reacción, a causa de la rotura de plaquetas. La duración 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 incluidos en los experimentos, se obtuvieron

muestras de PRP de 5 de ellos en dos días diferentes para evaluar distintas

preparaciones, Las variaciones del total de trombina generada por las muestras

del mismo donador en dos días distintos (tabla 28) fueron similares a las

encontradas en muestras de distintos donadores.

VARIACIÓN DE CONCENTRACIÓNDE PLAQUETASY
GENERADAEN DONADORESREPETIDOS

TROMBINA

DONADOR N’u PLAQUETAS
(xlO»>

TROMBINA
GENERADA

MATERIAL
ESTUDIADO

lCR. 4.0 10086 CLX
3.8 6526 FRG

W.O. 3.7 6286 116PM
3.1 9522 FRG

T.W. 3.3 7925 HBPM
3,6 10383 FRG

J.P. 2,4 7285 HNF
2.9 10886 CLX

J.W- 3.2 7280 CLX
3.7 7388 LOG

Tabla 28. Número do plaquetas y trombina total generada
área de la curva de trombina>, obtenidas en muestras de
repetidos en dos días distintos.

<valor absoluto del
PRP de donadores

A fin de mantener las muestras de PAF’ lo más estables posible durante

el tiempo del ensayo se compararon también muestras almacenadas a 37W

en estufa de CO2, con muestras del mismo donador mantenidas a temperatura

ambiente. No se observaron diferencias significativas en cuanto a la cantidad

de trombina generada por el PRP. Por razones prácticas 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 ambiente.

Al igual que en el sistema de PPP, la inhibición de generación de
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trombina se cuantificó en términos del área bajo la curva de trombina y de la

concentración máxima 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

únicamente los porcentajes del área bajo la curva, por estimarse m~s fiables

y reproducibles. Ya se indicó en la sección IV.2 que el porcentaje del pico de

trombina, en relación al del plasma control, hace depender la evaluación de los

ensayos de valores “únicos’, 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 CESO, cantidad de HNF

o de HBPM, en ¡sg por ml de plasma, necesaria para producir el 50% de

inhibición de generación de trombina con relación 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.53 Inhibición de generación de trombina par HNF <Pl>

Cuando se añadió HNF a PAF’, a la concentración de 1 pg/ml, la fase de

retraso en la aparición del pico de trombina, con respecto a la del plasma

control, fue sólo ligeramente prolongada y apenas se observó ninguna

disminución de la cantidad de trombina generada en comparación con el

píasma no heparinizado (fig. 22>. La media de los valores máximos de trombina

obtenidos para el plasma control en estos ensayos, fue 46.0 ± 3.7 UI/mí. A

medida que se aumentó la concentración de HNF se observó un retraso en la

aparición del pico de trombina, además de la disminución en la generación de

trombina <tabla 29>.
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INHIBICIÓN DE GENERACIÓNDE TROMBINAPORHNF<PI) EN PPP Y PRP

HNF

¡sg/mí

PRP <%> PPP <%>

Area Curva

Trombina

Pico de

Trombina

Area Curva

Trombina

Pico de

Trombina

0.25
0.5
1
2
3
4

7

77.6±2.9

41.7±8.9

160±2.0

5.0±0.0

9

9

96.4± 9.5

89,4±10.5

28.0± 33

4.8± 0.0

63.5±3.6
34.0±2.9
18,5±1.4
9.8±2.3

-

89.7±3.2
57.0±5.0
23.6±2.6
8.3±0.3

Tabla 29. Los datos corresponden a las curvas dosis-respuesta obtenidas en
el sistema de generación da trombina en PRP y PPP y expresan las medias ±
error estándar de los experimentos realizados con cada concentración de HNF.

Para estudiar el efecto de HNF en PRP, se midieron trece curvas

distintas de generación de trombina, en un rango de concentraciones que
variaba entre 1 y 4 ¡sg/mI. Se encontró buena reproducibilidad y buena

linealidad <ra = 0.996> de la curva dosis-respuesta desarrollada en base al área

de la curva de trombina, y a partir de ella (tabla 29> se cuantificó la actividad

de HNF que se expresó como CESO, encontrándose un valor de 1 .67ug/ml.

1V5.4 Inhibición de generación de trombina por HBPM <Pl)

Al igual que la HNF, el HBPM<PI> producía un incremento de la inhibición

de trombina dependiente de la dosis, cuando se valoró en el sistema de

generación de trombina en PRP (fig. 23, tabla 30). Sin embargo, al aumentar

la concentración del HBPM<PI> no se hizo evidente ningún retraso en la

aparición del pico de trombina. Se midieron 16 curvas de generación de

trombina distintas en el rango de concentración estudiado. La media de los

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

ensayos, fue de 38.8 ± 3.6 UI,
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INHIBICIÓN DE GENERACIÓNDE TROMBINAPORHBPM(PI> EN PRPY PPP

HBPM
pg¡mí

PRP (%) PPP (%>

Area Curva
Trombina

Pica de
Trombina

Area Curva
Trombina

Pico de
trombina

0.5
1
2
3
4

80.8±0.2
46.2±3.6
23.9±4.4
14.1 ±2.5

6

6

62.8±15.9

35.9±10.6

15.7± 2.7

57.0±2.6
32.7±3.4
20.0±1.4

11.0±0.0

89.3±0.2
73.8±5.4
45.7±4.1

18.1 ±3.7

Tabla 30. Porcentaje de trombina generada en la curva dosis-respuesta
obtenida cuando se analizaron distintas concentraciones del patrón de HBPM
en PPP y PF4P, Los datos representan la media ± error estándar,

La curva dosis-respuesta desarrollada en base a los datos del área de la

curva de trombina mostraba una buena linealidad (r2 = 0.996) y la actividad

se estimó en unidades CESO, como en el caso del HNF(PI>, obteniéndose un

valor de 1.85 ¡sg/ml. Observando este valar, el HBPM(PI> parece ser casi tan

potente como HNF<PI> cuando se valoró en PRP.

Se calculó asimismo la potencia del patrón de HBPM frente a HNF (Pl>,

a partir de un análisis de lineas paralelas, comparando las dos curvas dosis-

respuesta obtenidas en el sistema PRP (tablas 29 y 30>. Un resultado similar

al calculado en términos de CESO se obtuvo al estimar la potencia del

HBPM<Pl>, resultando 90% de la actividad del HNF<PI>.

IV.5.5 Inhibición de generación de trombina por HBPM comerciales

Las cuatro HBPM comerciales estudiadas mostraron diferentes modelos

de inhibición cuando se analizaron en PRP (Figs, 24, 25, 26 y 27>, al igual que

sucedió en los ensayos de PPPI La diferente capacidad de estas 116PM para

inhibir la generación de trombina en PRP se muestra en la tabla 31.
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INHIBICIÓN DE GENERACIÓNDE TROMBINAPORHBPMCOMERCIALES

EN PPP Y PRP

Concentración

¡sg/ml

Trombina Generada (%>

pi~p ppp

Area Curva Pico de
Trombina Trombina

Area Curva Pico de
Trombina Trombina

[FRG]
5
5
5
5
5

6

62.5±12.5 74.8± 1.2

33.5± 3.6 53.8±14.3

24.0± 0.0 37.1± 6.0

12.0± 2,3 3.6± 3,2

41.0±4.4 72.8±8.3
25.0±3.8 54.2±9.9
17.8±2.7 33.1 ±3.5
13.3±0.7 28.6±1.5
11.0±0.0 22,0±0.0

FLOG]
5
5
5
5
5

- -

56.0±0.0 91 .8± 5,1

36.4±4,0 66.8± 9.9

17,7±2.2 32.7±13.9

8.0±0.0 15.0± 0.0

44.7±3.8 77.2±2.2
25.5±5.5 45.2±2.2
15.8±0.4 36.5±7.0
13.5±0.5 23.7±7.2

u

[FRX]
4
4
4
4

- u

u -u

55.0±0.0 67,4±13.6

44.0±4.4 68,2±12.2

-59.0±4.2 99.0±4.0
-41.2±7.0 76,5±8.6
27.3±3.0 61.0±5.0
19.2±0.4 42,2±3.0

5 32.5±3.7 55.1 ±13.0 17.0±0.0 31.0±0.0
6 22.7±3,7 25.9±6,2 u

[CLX]
1 - - 65,0±2.0 91.5±1.5
2 u -- 47.5±2.5 79.5±5.5
3 64.0±7,9 65.2±6.7 29.5±3.5 59.5±5.5
4 55.0~±1.5 70.1±2.1 24.0±1,0 41.0±1.4
5 39.8±6.3 47.0±13.5 19.5±1.3 34.9±2.5
6 35.5±3.5 52,7±11.1 -

7 26.0±7,7 27.5±11.7 -

Tabla 31. Generación de trombina en PRP y
concentraciones de 11BPM comerciales (media
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Se desarrolló una curva dosis-r@sruesta para cada una de las heparinas

estudiadas. Estos datos se represcntaren en un sistema Iog dosis-respuesta

(Hg. 28>, incluyendo también las rectas dosis-respuesta obtenidas para las

preparaciones del HNF(PI> ‘y del HBrM(PI>. Todas ellas demostraron ser

lineales, con valoras r2 do 0. S82 <PRO>, 0.996 (LOG>, 0.997 (FAX> y 0.979

<CLX>. Se midieron 21 curvas distintas de generación de trombina para FRG

y FAX y 1 7 en los casos de LOO y CLY, dentro del rango de concentración

escogido. La media de los mótnos de trombina (UI/mí> para el plasme control

en cada serio de experimentos fue: 30,3±3.0 (FRG>, 39M1 ±2.6 <LOG),

36.3 ±.4.6<FAX> y 34.0±2.1(CLX>

Los valores CESO calculados para cada preparación a partir de las curvas

dosis~rospuosta (flg. 28) se muestran en la tabla 32, junto con los datos

obtenidos para HNF<PI> y HERMIPI>.. en comparación con los valores

proviamente obtenidos para FF1’. Las cantidades de las HBPM comerciales,

requeridas para obtener cl 50% de inhítición de trombina, variaron desde

aproxiniadamonte 1.1 a 2.5 veces la cantidad necesaria para obtener la misma

inhibición por HNF.

VALORES DE CESO EN PPP Y PRP
u-—

PRF PPP PRP/PPP

HNF <Pl) 1.67 0.33 5.1
HBPM<Pl) 1.85 0.60 3.1
FRAGMIN 2.43 0.83 2.9
LOGIPARIN 2.26 0.92 2.5
FRAXIPARINA 3.41 1.37 2.5
CLEXANE 4.22 1.59 2.6

Tabla 32. Los resultados Indican I~ concentración necesaria (¡sg/mí> de cada
una de las heparinas para producir 50~6 de inhibición de trombina en PRP y
PPP. Los datos se han calculedoen base al área de las curvas de trombina.
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La condición de paralelismo entre las rectas dosis-respuesta presentadas

en el gráfico de la Hg. 28 indicaba un mecanismo de acción semejante para

todas las preparaciones. Esta condición de paralelismo se demostró en un

análisis de varianza <pz’0.05>, calculándose la potencia de cada una de las

HBPM comerciales frente a los patrones internacionales de HNF y 116PM. Estos

datos se presentan en la tabla 33, Frente al HNF(PI>, LOO demostró ser el

material más potente seguido de FRG, FAX y CLX. No se encontraron cambios

importantes cuando los mismos materiales se compararon frente al patrón

internacional de 116PM.

POTENCIAS RELATIVAS DE LAS HBPM EN EL ENSAYO DE GENERACIÓN
DE TROMBINA

Frente a HNF(PI) Frente a HBPM<PI>

PPP PRP PPP PRP

HNF <Pl>
HBPM<Pl)
FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE

100
48.2
36.6
36.6
22.0
18.8

100
89.9
72.5
75.2
47.6
39.8

100
76.7
76.6
45.5
38.6

100
81.0
84.0
53.1
44.2

Tabla 33. Potencias inhibitorias de generación de trombina de las 116PM
comerciales, calculadas en términos de porcentaje frente al HNF<PI> y al
HBPM(PI>, en base al área de la curva de trombina en el sistema de PRP. Se
Incluyen asimismo, para su comparación, los valores correspondientes a los
ensayos de generación de trombina en PPP.

IV.5.6 Comparación con el sistema de PPP en ausencia de F4P

Una concentración de trombina más baja que en el caso de PPP se
obtuvo para el plasma control en el sistema de PAP, siendo el valor medio de

aproximadamente 40 UI/mí. En el caso de PPP (sec. IV,2> el pico de trombina

166



variaba entre 50 y 70 UI/mí, en ausencia de heparina, dependiendo de los

distintos lotes de plasme utilizados, Por otro lado, la concentración máxima de

trombina aparecía en PPP alrededor de 105 a 135 segundos mientras que en

PRP esta fase, como se ha indicado ya, era más larga. Un ejemplo de estas

diferencias puede observarse en las curvas de generación de trombina en PPP

y PRP que se recogen en la fig. 29.

Corno se muestra en la misma figura, 1 ¡sg/ml de HNF apenas producia

ningún efecto un PRP. Sin embargo, esa cantidad reducía la generación de

trombina del plasmo control en un 80% en PPP, además de producir un retraso

significativo un la aparición del pico de trombina. Así, para alcanzar un 50%

de inhibición do trombina en PRP se requería una concentración de HNF cinco

voces superior a la necesaria en PPP <tabla 32>.

Para las 116PM analizadas se encontraron también valores de CESO más

elevados en el sistema de PRP que en PPP <de 2.5 a 3.1 veces>, pero las

diferencias fueron más pequeñas que las observadas para HNF. Así, 2 ¡sg de

HBPM, actividad inhibitoria equivalente a 1 ¡sg de HNF (80%) cuenda ambas

preparaciones se valoraron en PPP, produjeron aproximadamente un 50% de

inhibición (tabla 30> al ser analizadas en un medio de PRP. Una situación

similar se observó para las HBPM comerciales cuando se compararon a la

misma actividad biológica que la indicada. Por consiguiente, cuando las

potencias de las HBPM se calcularon como porcentaje de la actividad del HNF

<Pl), estimada como 100%, mostraron potencias más elevadas en PRP que en

PPP <tabla 33>, siendo de forma casi constante el doble.

Cuando se analizan los valores CESO (¡sg/ml plasme> observados en los

sistemas PRP y PPP, la relación es diferente a la obtenida cuando se comparan

los valores de potencia. Las unidades CEBO son una indicación de la cantidad
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de HBPM necesaria para inhibir una misma actividad de trombina. Para

alcanzar este efecto 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, existía todavía un impacto significativo sobre las concentraciones

requeridas para su actividad anticoagulante.

IV.5.7 Comparación con el sistema de PPP en presencia de F4P

Distintos experimentos de generación de trombina se realizaron

previamente adicionando varias concentraciones de F4P<R) a PPP (sec. IV.4).

En aquellos experimentos en los que se utilizaron 14 ¡sg de F4P<R), cantidad

necesaria para neutralizar toda la actividad anti-lla de 1 ¡sg de HNF<PI>, se

redujo la actividad inhibitoria de generación de trombina de la HNF desde el

80% a alrededor do un 20%. Este nivel de neutralización es como puede

observarse en la tabla 34, similar al encontrado cuando se estudió la acción

de 1¡sg de HNF sobre PRP (78%>.

GENERACIÓN DE TROMBINA: PRP Y PPP+F4P<R>

Heparina
pg/ml

PRP PPP+F4P(R>

HNF<PI> 1~¡g

HBPM(PI) 2~ug

FRAGMIN 3¡sg

LOGIPARIN 3¡sg

FRAXIPARINA 4¡sg

CLEXANE Spg

78
46
34
37
44
40

82
57
54
44
65
51

Tabla 34. Porcenta]e de trombina generada en PAP, con relación al plasma
control (100%>, en presencia de las concentraciones de heparina que
producían la misma actividad biológica en PPP. Se incluyen asimismo los
resultados obtenidos en el sistema de PPP tras añadir 14 ¡sg de F4P<R>.
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La misma concentración de F4P(R) tenia un efecto menor sobre

actividades biológicas similares de las HBPM en el sistema PPP, encontrándose

un rango de generación de trombina residual de 34 a 46%. La tabla 34

muestra una comparación de la generación de trombina obtenida en los

sistemas de PF3P y PPP más F4P<R>. Esta comparación informa para ambos

casos valores más altos de inhibición de generación de trombina por cada

HBPM que por el HNF<PI>, pero hay también una tendencia del porcentaje de

inhibición a ser más elevado en PRP que en PPP más F4P. Parecen existir

mayores diferencias cuando los ensayos se realizaron en PPP añadiendo una

concontracián fija <14¡sg> de F4P(R>, pero estas podrían ser posiblemente

explicadas por las variaciones intrínsecas de los ensayos.

IV.5.6 Correlación de las Potencias Inhibitorias de Generación de Trombina en

PRP y PPP y con las Actividades Antiu-Xay Anti-lla.

La tabla siguiente <tabla 35> muestra una comparación de las potencias

relativas do las HBPM comerciales en los sistemas de PPP y PFiP, con las

actividados específicas encontradas en ensayos amidolíticos anti-Xa y anti-Ila,

calculadas frente a HNF <Pl).

En la sec. IV.2 (pág. 119> se demostró una alta correlación (r=Ou.994,

p< 0.001) entre la inhibición de generación de trombina en PPP y la actividad

anti-lla. No se obtenía sin embargo tan buena correlación entre el mismo

sistema y la actividad antiu-Xa de aquéllas preparaciones. En el sistema de PRP

la correlación con las actividades anti-lla es de orden inferior, r=0.80

<p=O.OSG), pero sorprendentemente aparece también una correlación del

mismo orden entre los resultados de inhibición de generación de trombina en

PRP y los resultados de actividad antiu-Xa, siendo el valor de r~O,784

<p=O.O6S)~
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POTENCIAS RELATIVAS DE LAS HBPM EN ENSAYOS DE GENERACIÓN DE

TROMBINA <PRP Y PPP> Y AMIDOLITICOS (ANTI-Xa Y ANTI-lla>

FRENTE A HNF <Pl>

PPP PRP ANTIu-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 75.2 40.9 27.5
FRAXIPARINA 22.0 47.6 49.2 14.0
CLEXANE 18.8 39,8 50.8 12.9

Tabla 35. Comparación de las potencias relativas de las 116PM en los ensayos
de antiu-Xa, anti-lla y de generación de trombina. Las actividades especificas
anti-Xa y antiu-lla de las 116PM se expresan en porcentaje de los valores de
actividad específica del HNF(PI), en las dos columnas de la derecha. Las
potencias calculados en base a los resultados del área bajo la curva de
trombina en los sistemas de PPP y PRP, se incluyen en las dos columnas a la
z qiiie rda.

IV.5.7 Discusión

Se ha sugerido que la diferencia entre la acción de las heparinas en PRP

y en PPP puede explicarse por la liberación del material neutralizante de

heparina en PRP, con toda probabilidad F4P, a partir de las plaquetas activadas

y que este material bloquearía preferentemente el efecto de HNF. Los

experimentos recogidos en esta sección, que presentan por primera vez datos

comparativos de HNF y de las HBPM comerciales en un sistema de generación

de trombina en PRP, soportan esta hipótesis: demuestran que HNF, a la misma

actividad biológica que las HBPM en PPP, era capaz de producir una inhibición

de generación de trombina más 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 éste último sistema. Esto
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significa que todas las HBPM fueron neutralizadas en una proporción similar

por F4P.

A diferencia de la situación en el sistema de PPP, los coeficientes de

correlación de la inhibición de generación de trombina con las actividades anti-

Xc y antiu-lla fueron los mismos para ambas actividades, Esto podría explicarse

porque en PRP los oligosacáridos de menor peso molecular, que tienen

únicamente actividad anti-Xa, son más resistentes a la neutralización por F4P,

y por consiguiente llegan a ser más influyentes en PRP que en PPP, tal como

fue sugerido por Hemker y Béguin <1992>.

Es posible que aparte de estas observaciones, las principales diferencias

entre HNF y las HBPM se encuentren en sus propiedades farmacológicas.

Estudios de las actividades antitrombóticas de las 4 HBPM comerciales

investigadas, en un modelo de estasis venosa, se presentan en la s6cción

siguiente.
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IV.6 ACTIVIDAD ANTITROMBÓTICADE HNF Y HBPM COMERCIALES

Los estudios mostrados hasta aquí en esta memoria soportan la

hipótesis de que la actividad anti-lla de las HBPM, más que su actividad anti-

Xa, seria responsable de la inhibición de generación de trombina ¡a v/tro. El

objetivo do los experimentos que se describirán en esta sección, ha sido

investigar la relevancia de estos resultados para determinar el potencial

antitrombótico de las HBPM comerciales, 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 generación de

trombina en PPP y PRP y con sus actividades anti-Xa y antiu-lla medidas por

sustratos cromogénicos.

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

Para relacionar la prevención del trombo con las distintas dosis de cada

material estudiado se utilizó un modelo Wessler de estasis modificado <ver

métodos pu. 82>. Un total de 130 cone¡os blancos Nueva Zelanda se utilizaron

a lo largo de la investigación. Suero humano activado por caolín se utilizó

como estimulo trombogénico.

Corno dosis de referencia para Investigar la acción antitrombótica en el

conejo se escogieron los valores “CEBO” encontrados, para HNF y las HBPM,

en los ensayos in vitro de generación de trombina, en PPP y PRP. Se utilizaron

además otras dosis, más bajas o más 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 10 y 20 mm. de estasis. Las dosis “CE5O 1’pplE

y “CE5O PRP” para administración en el conejo <¡sg/kg de peso> se calcularon

multiplicando los valores obtenidos en los ensayos de generación de trombina
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(¡sg/ml plasma> por el volumen de plasma por Kg de peso de conejo (40

rnl/Kg>. De la misma forma se calcularon las “dosis media y alta”, a partir de

concentraciones escogidas de los ensayos de generación de trombina en

función de los resultados observados con los valores “CESO”.

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

‘cESO PPP” Dosis
Media

“ceso PRP” Dosis
Alta

HNF (4
0P1>

FRAGMIN

LOGIPARiNA

FFIAXIPARINA

CLEXANE

20

30

3~

55

60

40,45,50

50

50

60

80

80

160

200

120,200

120,180,240

240,300,380

300,400,500

Tabla 36. Las dosis se expresan en ¡sg/kg de peso de conejoM El término
“dosis media se consideró para dosis entre los valores correspondientes a las
“CESO’ en PPP y PAR Cualquier dosis más alta que los valores “CESO” en
PRP fue denominada “dosis alta”,

La primera dosis administrada de las HBPM, dosis “CESO PPP”

extrapolada al volumen de plasma en el conejo, dió para todas las

preparaciones un 0% de prevención de trombosis a 10 mm. de estasis (tabla

37>, lo que significa que en todos los animales se obtuvieron coágulos

completos. Este no fue el caso sin embargo para HNF, que a 20 ¡sg/kg de peso

de conejo produjo un 40% de prevención a 10 mm. y un 20% de prevención

a 20 mm. de estasis.

La segunda dosis ensayada fue la concentración equivalente a los

valores “CESO PRP” en el conejo, que indujo la prevención 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 mm. de

estasis, se encuentran entre las dosis correspondientes a “CESO PPP” y “CESO
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PRP”. Para las 118PM se observó un efecto mucho menor que para HNF a 10

mm., decreciendo de Fragmin a Clexane. Después de 20 mm. de estasis

ninguna de las HBPM estudiadas, excepto Fragmin, fue capaz de producir

prevención de trombosis

PREVENCIÓNDE TROMBOSIS
DOSIS

pglkg

HNF FRG LOG ERX cLx

10’ 20’ 10’ 20’ 10’ 20’ 10’ 20’ 10’ 20’

CEUOPPP 40 20 0 0 0 0 0 0 0 0

GESOPAP 95 90 70
———

20
—

40 0 35 0 25 0
— C

Tabla 37. Provención de trombosis <%) en el conejo, a 10 y 20 mm. de
estasis, obtenida al administrar dosis de HNF y HBPM, equivalentes a los
valores “CESO PH”’ Y “CESO PRP”I

Los efectos diferentes de los cinco agentes antitrombóticos

Investigados, a las distintas dosis estudiadas, pueden ser analizados en detalle

en las tablas 38 y 39. Los datos brutos sugieren que FRG y LOG fueron más

eficaces que FRX y CLX, en términos de peso, en el modelo animal estudiado:

mientras que 120 ¡sg de ~G y LOG producían alrededor de 90% de

prevención de trombosis a 10 mm. de estasis, se necesitaron 300 y 400

¡sg/Kg de peso de conejo de FRX y CLX respectivamente, para alcanzar una

prevención similar. La misma estimación puede hacerse a partir de las curvas

de dosis-respuesta antitrombótica que se muestran en las fig. 30 y 31,

obtenidas con los datos de las tablas 38 y 39.

En resumen, la inhibición de generación de trombina la vitro a alrededor

del 50 % de los valores control en PPP, fue insuficiente para inhibir trombosis

tras 10 mm. de estasis en todos los materiales estudiados excepto para HNF.
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Las dosis correspondientes a los valores “CEBO” de generación de trombina

en PRP fueron suficientes para reducir trombosis en diferentes proporciones

tras 10 mm. de estasis, pero no después de 20 mm., con la excepción de

nuevo de HNF que prevenía trombosis completamente a esa dosis.

En cuanto a las proporciones relativas de HNF y de las HBPM necesarias

para obtener un efecto antitrombótico, puede observarse que una dosis de

HNF de 60 ¡sg/Kg de peso de conejo inhibía completamente trombosis después

dc 10 y 20 miii. de estasis, Por el contrario, todas las 116PM investigadas

fueron claramente menos efectivas que HNF, en términos de peso, no

observándose a esa concentración ninguna inhibición de trombosis a 20 mm.

de estasis y solo alguna prevención de trombosis a 10 mm, en el caso de FRG

y LOG. No obstante, si las dosis de las distintas HBPM que produjeron máxima

prevención do trombosis a 10 mm. de estasis, se expresan en UI de actividad

anti-lla, se obsorva que todas las preparaciones se mueven en un mismo y

estrecho rango da actividad (tabla 40). Este hecho no ocurre cuando las

mismas dosis se expresan en actividad anti-Xa, en cuyo caso esta actividad

varia mucho más ampliamente.

DOSIS DE HNF Y HBPM COMERCIALES QUE PRODUJERON MÁXIMA
PREVENCIÓN DE TROMBOSIS: ACTIVIDADES ANTIu-Xa Y ANTI-lla

Cpglkg) aXa (UIIkg) ella (UlIkg)

HNF(40Pi>
FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPAAINA
CLEXANE

60
200
180
380
400

11.6
26.0
14.2
36.1
39.2

11.6
11.6
9.6
10.3
10.0

Tabla 40. Dosis de HNF y 116PM administradas en el conejo (pg/kg> que
produjeron prevención completa de trombosis a 10 mm. de estasis, expresadas
en actividad anti-Xa y antiu-lla para cada una de las preparaciones.
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IV.6.2 Potencia Antitrombótica de las HBPMComerciales

Diferencias significativas se manifestaron a primera vista para cada

agente antitrombótico, entre 10 y 20 mm. de estasis: 120 ¡sg de FFiG y LOG

mostraban 90% de prevención a 10 mm. mientras que solo un 30 % de

prevención se producía con la misma dosis a 20 mm. Diferencias similares

fueron verdad para FAX y CLXI A pesar de estas observaciones, cuando se

realizó un análisis de lineas paralelas, con los datos de las tablas 38 y 39, para

determinar las diferentes potencias antitrombóticas de las HBPM comerciales,

por comparación de sus curvas dosis-respuesta con la curva dosis-respuesta

de HNF, tomando la actividad de ésta como 100%, los resultados se

encontraron en el mismo orden ya fuera a 10 ó 20 mm. de estasis (tabla 41>.

POTENCIASANTITROMBÓTICASDE LAS HBPMCOMERCIALES.

10’ ESTASIS

Material Potencia Intervalo de confianza

HNF <40 Pl>
FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE

100
41.5
33.3
15.1
11.0

31.5 u -54.8
24.8 - 43.7
11.4-20.0
8.3-14,4

20’ ESTASIS

Material Potencia Intervalo de confianza

HNF (40 Pl)
FRAGMIN
LOGIPARINA
FRAXIPARINA
CLEXANE

100
29.2
30u.6
11.3

9.5

19.4-40.7
21.1 - 46.6

7.6 - 16.3
6.4-13.8

Tabla 41. Valores de potencia de las 118PM, expresados en porcentaje frente
a HNF, obtenidos por análisis de lineas paralelas a partir de las curvas dosis-
respuesta de prevención de trombosis mostradas en las tablas 38 y 39 y f¡gs.
30 y 31 u. Se calculó el intervalo de confianza con fiabilidad de 95%u.
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Las figuras 30 y 31 muestran evidencia del paralelismo, frente al patrón

intornacional de HNF, de todas las curvas dosis-respuesta obtenidas para los

diferentes materiales, a 10 y 20 mm. de estasis (p>O.OS). Procede señalar

asimismo la coincidencia del valor de la pendiente común de las curvas dosisu-

respuesta obtenidas a lOy 20 mm. de estasis (b=0.014>, indicando que las

curvas dosis-respuesta observadas a 10 y 20 mm. son paralelas entre sí, para

HNF y para cada una de las HBPM estudiadas, expresando un comportamiento

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

La dosis media efectiva en el conejo <DEBO> se estimó también a partir

de los gráficos mostrados en las fig. 30 y 31. Tal como se muestra en la tabla

42, para alcanzar 50% de prevención de trombosis e 20 mm, de estasis se

necesitó, con la excepción de FRG, una cantidad de heparina próxima al doble

de la cantidad que producía la misma prevención a 10 mm. Un mayor período

de estasis representaba por consiguiente un mayor desafío trombogénico y

requería la supresión de generación de trombina en mayor extensión,

necositando consecuentemente mayores cantidades de HNF y de las HBPM

para su inhibición. Esto explicarla el encuentro de potencias similares para los

dos distintos períodos de observación.

DE5O <pg/Kg>

10’ 20’ 20’/10’

HNF <40 Pl> 26.3 39.8 1.5
FRAGMIN 52.8 155.1 2.9
LOGIPARIN 85.0 146.4 1.7
FRAXIPARINA 194.3 323.0 1.7
CLEXANE 27V? 405.4 1.5

Tabla 42. Dosis de HNF y HBPM (¡sg/kg de peso de conejo) que produjeron un
50% de prevención de trombosis, a 10 y 20 mm. de estasisu.
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IV.6.3 Correlación con la Actividad Inhibitoria de Generación de Trombina

Para valorar la relación entre inhibición de la formación del trombo en el

modelo animal e inhibición de generación de trombina en PPP y PRP, se

compararon las potencias relativas de las 116PM frente a HNF, en los tres

sistemas de ensayo (tabla 43>.

POTENCIAS RELATIVAS DE HBPM COMERCIALES FRENTE A HNF

Inhibición de Generación Trombina Prevención de Trombosis

PPP PRP 10’ 20’

HNF(40 Pl)
FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE

100
37
37
22
19

100
73
75
48
40

100
41
33
15
11

100
29
31
11
9,5

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

Se encontró una excelente correlación entre inhibición de generación de

trombina en PPP y el grado de inhibición de la formación del trombo tras 10

mm. y 20 mm. de estasis, con valores de r=0.981 (p=O.Ol9> y r=O.987

(p=0.0l3> respectivamente. Buena correlación se encontró asimismo cuando

se estimaron las potencias relativas de las HBPM en PRP, con valores de

r=10.960 (p=Ou.04> y 0.991 (r=0.009) para 10 y 20 mm. de estasis
1 Como

puede observarse en la tabla 43, las potencias relativas de las HBPM en PRP,

fuoron aproximadamente dos veces las correspondientes obtenidas en PPP.

Esta diferencia se explicó en el capitulo anterior a causa de la menor

neutralización de las HBPM por F4P, en comparación con HNF.

Por consiguiente, el grado de inhibición de la generación de trombina ¡a
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y/tpo demostró ser un buen Indice del potencial antitrombótico en estos

experimentos. Basados en estos resultados, la capacidad de inhibir la

generación de trombina proveerla un indice fiable in vitro para estimar posibles

efectos antitrombóticos de glicosaminoglicanos.

IV.6.4 Correlación con las Actividades Anticoagulantes Antiu-Xa y Antiu-lla

Se investigó también la relación entre acción antitrombótica y

actividades anticoagulantes obtenidas en los ensayos anti-Xa y anti-lla por

sustratos crornogénicos~ De nuevo, las actividades antiu-lla in vitro

correlacionaron muy bien con las actividades antitrombóticas de las HBPM a

10 ruin,, r=0,992 <pir~O.0O8>, y 20 mm, de estasis, r=0.982 <p~0.Ol8)u. Es

interesante observar que cuando las dosis de HNF y de las HBPM

administradas en el modelo de trombosis venosa en el conejo, se expresaron

en actividad antiu-lla (tabla 44>, ocurría que estas actividades eran similares

para las 4 HBPM estudiadas. Debe recordarse asimismo que 11 u.6 UI anti-lla,

equivalentes a 60 ¡sg de HNF, inhibían trombosis completamente, y lo mismo

ocurría con los otros materiales cuando una similar actividad antiu-lla fue

inyectada.

ACTIVIDADES ANTI-lla DE HNF Y HBPM COMERCIALES ADMINISTRADAS

EN EL MODELO DE TROMBOSIS VENOSA EN EL CONEJO

ACTIVIDAD ANTI-ila _________________

0E50 PPP Dosis Media CE5O PRP Dosis Alta

HNP (40 Pl) 3.9 7.7,8.7,9.6 11.6
FRAGMIN 1.7 2.9 4.6 7.0,11.6
LOGIPARIN 1.8 2,6 4,2 6.4,9.5,12,7
FRAXIPARINA 1.6 - 4.3 6.5,8.1,10.3
CLEXANE 1.6 u -6.0 7u5,10u-O,12u5

Tabla 44. Actividades antiu-lla correspondientes a las dosis administradas en
el conejo (ver tabla 36), expresadas en UI/kg de peso de conejo.
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En contraste se encontró una falta de correlación entre actividad antiu-Xa

e inhibición de trombosis, siendo los coeficientes de correlación de e=O.425
<p’tO.575) y r=0.143 (p=0.857), para 10 y 20 mm. de estasis. Las

actividades antiu-Xa correspondientes a las dosis de HNF y de las HBPM

administradas en el conejo, no mostraron ninguna relación aparente en cuanto

a su efecto antitrombótico.

IV.6.5 Actividades Biológicas en el Conejo

Las actividades biológicas en el plasma del conejo, correspondientes a

los valores DEBO obtenidos a partir de los gráficos de las figuras 30 y 31, se

calcularon en unidades internacionales anti-Xa y anti-lla por ml de plasma de

conejo y en porcentaje de trombina que sería generada en los sistemas PPP y

PRP <tabla 45). Estos parámetros podían dar alguna información relevante

acerca de qué se necesita en la sangre del conejo para prevenir trombosisu.

Para las dos diferentes situaciones analizadas, 10 y 20 mm. de estasis, las

actividades anti-lla y el porcentaje de trombina generado en PPP fueron

bastante similares para todos los materiales investigados, incluida HNFu. Las

actividades anti-Xa, sin embargo, cubrían un amplio rango de dispersión.

Alguna crítica puede hacerse sobre la interpretación de los valores

DEBO, en los gráficos de generación de trombina obtenidos en PPP y PRP, para

encontrar el correspondiente porcentaje de trombina generada en el plasma de

conejo, a la particular concentración 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 aproximación y la única

posible con los datos disponibles en esta fase de la investigación. Para una

más precisa valoración, han de estudiarse las actividades anticoagulantes en

muestras ex-vivo, tomadas a diferentes intervalos en el conejo.
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ACTIVIDADES DE HNF(40P1> Y DE HBPMCOMERCIALESEN EL CONEJO

aMO’ ESTASIS

DEBO Anti-Xa AntI-IIa % inhibición de
Generación de

Trombina

pglkg pglml UI/mí UI/mí PPP PRP

HNF (40 Pi)
FRAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE

26.3
52.8
85.0
194.3
271.7

0.06
1.32
2.12
4.86
6.79

0.13
0.17
0.17
0.46
0.67

0.13
0.08
0.11
0.13
0.17

73.0
66.2
76.5
82.4
83.6

0.7
17.3
46.6
66.6
71.3

bí 20 ESTASIS

DEBO Antiu-Xa Antiu-lla % Inhibición de
Generación de

Trombina

pglkg pgIn~I UI/mI UI/mí PPP PRP

HNF (40 Pi>
r~RAGMIN
LOGIPARIN
FRAXIPARINA
CLEXANE

39.8
155.1
146.4
323.0
405.4

1.0
3.9
3.7
8.1
10.1

0.19
0.50
0.29
0.77
0.99

0,19
0,22
0.19
0.22
0.25

81.2
86.2
85.4
88.3
87,9

22.2
75.4
75.8
90.2
89.2

Tabla 45. Correspondencia de los valores DEBO (pg/kg de peso de conejo> en
el plasma del conejo, expresados en ug/ml; en UI de actividad anti-Xa y antiu-lla
y corno porcentaje de inhibición de la trombina generada en presencia de las
dosis referidas.

IV,6.6 Discusión

En el modelo animal utilizado, la actividad antitrombótica

heparinas estudiadas fue dependiente de la dosis y se alcanzó la prevención

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

materiales estudiados, incluida HNF.

A la luz de los datos mostrados, las actividades antiu-Xain y/tPo no eran

un buen pronóstico de la acción antitrombótica de las HBPM. Sin embargo, las
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actividades antiu-llaasí como de inhibición de generación de trombina in vitro,

correlacionaban bien con el efecto antitrombótico de las HBPM investigadas,

al menos en el modelo animal estudiado.

A causa de que el F4P neutraliza las HBPM en menor proporción que

la HNF, se ha sugerido que sus actividades relativas podían ser bastante

diferentes en una situación donde hubiera una extensa actividad de plaquetas.

Aunque so encontró una relación de factor 2 para las potencias relativas

PRP/PPP do las HBPM estudiadas, no pudo probarse influencia de la activación

do plaquetas y liberación de F4P sobro su acción antitrombótica, en estos

experimentos. Cuando se comparaban frente a HNF, la inhibición de

generación de trombina por las HBPM en PPP, mas bien que PRP (tabla 43),

mostraba la más estrecha relación con las actividades antitrombóticas in vivo.

El hecho de que las dosis “CESO en PPP” no fueran efectivas y las dosis

“CESO en PRP” fueran más eficaces, podía indicar alguna implicación de las

plaquetas poro los datos recogidos en la misma tabla muestran que este papel

es probablemente no relevante in vivo y no pueden explicar el éxito terau-

péutico do las HBPM frente a HNF el menos en el modelo animal estudiado.
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V. DISCUSIÓN GENERAL

Estudios recientes de los grupos de Ofosu et al, <1987,1 989> y Hemker

et al. (Homker, 1987; Béguin et al., 1988; Pieters y L¡ndhout, 1988>, han

puesto do manifiesto que la capacidad global de HNF y de HBPM para inhibir

la generación de trombina en plasma es principalmente mediada por la

inhibición de la trombina generada, en particular, via inhibición de los

“feedback íoops” de trombina; esto es, de la activación de los factores V y

VIII. Se ha indicado también que algunas HBPM son inhibidores mucho menos

efectivos de generación de trombina que HNF, a pesar de su relativamente alta

actividad antiu-Xa <Hemker, 1987).

Uno de los objetivos de nuestro estudio fue valorar la capacidad de las

116PM, disponibles en clínica, para inhibir la generación de trombina en el

sistema intrínseco, en comparación con HNF. Utilizando un sistema de ensayo

diforente del de Béguin et al. <1 988), encontramos esencialmente resultados

similares, requiriéndose concentraciones de las 116PM más elevadas que de

HNF para producir una actividad biológica equivalente. Sin embargo, existen

considerables diferencias entre las distintas HBPM, con valores de CEBO que

se mueven en un rango de 0.6 a 1 .6 ¡sg/mí, en comparación con los 0.33

¡sg/ml para HNF <tabla 11, sección IV.2>. Estas diferencias pueden ser

ampliamente explicadas por las existentes en la actividad anti-lla de las HBPM

<tabla 5, sección IVA). La casi exacta correlación entre estas dos medidas, de

inhibición de generación de trombina y de actividad antiu-lla <sec. IV.2, pág.

105> sugiere la importancia de la inhibición de trombina en la inhibición de la

generación de trombina No prueba, sin embargo, una relación causal ya que

es posible que otras propiedades no medidas en este estudio, p.e. inhibición

de factor IXa, puedan también estar involucradas en la inhibición de

generación de trombina.
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Considerando la predicción de la actividad antitrombótica in vivo, la

inhibición de generación de trombina en PPP parece un Indice pobre, ya que

las HBPM son altamente efectivas en la profilaxis de TVP, en dosis mucho

menores que las de HNF, y las dosis comparativas de los distintos productos

(sec. 1.8, tabla 2> no parecen correlacionar con sus CESO en este sistema de

ensayo. Existen dos posibles razones para ello, La primera y más importante

sería la diferencia entre HNF y las 116PM, en cuanto a su farmacocinética. Así,

la mo¡orada biodisponibilidad y mayor semivida biológica de las HBPM permite

una dosificación y frecuencia más 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 sugirió Hemker (1987>,

sobro la baso de estudios de generación de trombina en presencia de

plaquetas. Este hecho motivó otro de los objetivos del presente estudio.

Aunque se ha informado la interacción de oligosacáridos individuales

con F4P <Lane et al., 1984, 1986>, no se ha realizado un estudio comparativo

de los efectos de F4P sobre las 116PM disponibles comercialmente, en un

sistema de generación de trombina. Es por ello que en el presente trabajo se

investigaron las capacidades de los materiales referidos para inhibir generación

de trombina en PPP, en presencia de F4P. Inicialmente se escogió una

concentración de F4P que inhibia toda la actividad anti-lla de HNF. Sin

embargo, a pasar del hecho de que todas las moléculas con actividad antiu-lla

fueron neutralizadas, un 20% de actividad inhibitoria permanecia sin

neutralizar en el ensayo de generación de trombina <fig. 19 y tabla 25, sec.

IV.4). Esta dicotomía fue mucho más aparente en las 116PM, las cuales

mostraron un menor grado de neutralización en el ensayo de generación de

trombina que en los ensayos antiu-lla: para CLX y LOG la discrepancia en el

porcentaje de neutralización fue más del doble <fig. 19; tabla 25, sec. IV.4>.
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Se examinó la posibilidad de que los diferentes grados de neutralización

pudieran estar relacionados con diferencias en las condiciones de ensayo,

habiéndose realizado los ensayos anti-lla con ATIII purificada y en ausencia de

calcio, mientras que la generación de trombina se midió en PPP al que se

añadió CaCI2. Para LOG, la sustitución de ATIII por plasma desfibrinado

reducía el grado de neutralización de actividad antiu-lla, de 70% a 45%, valor

éste más próximo al obtenido en el sistema de generación de trombina <34%>.

Sin erubargo, la sustitución de ATIII por plasme, no producía diferencias en el

grado de neutralización de la actividad anti-lla de HNF y las otras HBPM por

F4P. De igual manera, la adición de CaCI2 no tenía efecto sobre el grado de

neutralización de la actividad anti-lla de ninguna de las varias heparinas.

Por consiguiente, parece ser que una porción de la actividad inhibitoria

do generación de trombina de las HBPM seria debida a su actividad anti-Xa,

que es menos fácilmente neutralizada por el F4P. Datos similares sobre la

actividad antiu-Xa fueron demostrados por Holmer y Soderstrom <1983) y

Haronberg et al. (1986> con protamina. Por otro lado, en el curso de nuestra

investigación, Sohoen et al, (1991) publicaron los resultados de sus estudios

de neutralización sobre las actividades antiu-lla y antiu-Xade HNF, HBPM (Pl) y

dos HBPM comerciales. Encontraron que, mientras todas las actividades anti-

lía podian ser fácilmente neutralizadas, las actividades antiu-Xa de las HBPM

podian dividirse en tres grupos: uno neutralizado tan fácilmente como la

actividad antiu-lla y que suponía aproximadamente el 50% del total; el segundo,

alrededor del 35-50% del total, requena un exceso de F4P; y el tercero, que

era totalmente resistente a la neutralización por F4P. Estos datos ayudan a

explicar los resultados de neutralización por F4P presentados en esta memoria,

en los diferentes sistemas de ensayo.

El hecho de que toda la actividad inhibitoria en el ensayo de generación

191



de trombina pueda ser neutralizada por una suficiente alta concentración de

F4P, incluso permaneciendo una actividad antiu-Xa sustancial, indica que el

tercer grupo de actividad anti-Xa, que probablemente consiste de moléculas

por debajo de 1 2 sacáridos <Lane et al., 1984>, no produce contribución

alguna en la inhibición de generación de trombina. Sin embargo, puesto que

las moléculas en el primer grupo de actividad anti-Xa coinciden con aquéllas

que tienen actividad antiu-lla y son fácilmente neutralizadas por F4P, los

resultados que se presentan sugieren que las moléculas en el segundo grupo

do actividad anti-Xa, que son más resistentes a F4P, presentan una

contribución sustancial en la Inhibición de generación de trombina por las

116PM. Estudios sobre oligosacáridos individuales, realizados por Lane et al.

(1 984), indican que estas moléculas podrran contener entre 12 y 18 sacáridos.

Otra razón para explicar el hecho de que la inhibición de generación de

trombina sea menos neutralizada por F4P cuando se utilizan las HBPM que con

HNF, es simplemente las más altas concentraciones de las HBPM que se

requieren para alcanzar el mismo efecto (tabla 11, sección IVu.2>. Considerando

también las mayores concentraciones molares de las 116PM, comparadas a

pesos equivalentes con HNF, el número de moléculas necesario para producir

una actividad biológica semejante, seré al menos seis veces superior para las

118PM que para HNF. Se ha demostrado que una molécula de F4P puede unir

dos moléculas de heparina por debajo de un peso molecular de 9000 <Bock et

al., 1980>. Por consiguiente, puede anticiparse que la neutralización de la

Inhibición de generación de trombina requerirá al menos tres veces más de F4P

para neutralizar las 116PM que para hacerlo con HNF, y esto es lo que se

observa en los resultados que se presentan en esta memoria <figu -19, seo.

IV.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 inhibición de la

generación 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 porción de su actividad anti-Xa, que es más resistente a la

neutralización por F4P, también contribuye a la inhibición de generación de

trombina; asta porción es más elevada para la mayoria de las HBPM que para

HNF y podría ser particularmente importante in vivo, en condiciones en las que

es probable que tenga lugar la activación de plaquetas u-

Las concentraciones de las HBPM requeridas para Inhibir la generación

de trombina fueron de 2 a 5 veces superiores a la concentración de HNF en

PPP, y en consecuencia la neutralización de su actividad por F4P en este

sistema es mucho menor que la de HNF, a la misma actividad biológica. Esta

diferencia puede contribuir al éxito terapeútico de las HBPM en situaciones en

las que ocurra un bajo grado de activación de plaquetas. No obstante,

nuestros resultados muestran que cuando se alcanza una concentración

suficientemente alta de F4P, la actividad inhibitoria de las 116PM en el sistema

de generación de trombina, como sucede con HNF, puede ser completamente

ri CLI tralizada.

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 116PM en plasma rico en

plaquetas. Este aspecto constituyó otro de los objetivos del presente trabajo.

Se ha demostrado que HNF(PI}, a la concentración que inhibía casi

completamente la generación de trombina en PPP <1 pg/ml o 0.19 UI/mí>,

apenas influenciaba la cantidad de trombina formada en PRPu Sin embargo,
2 .ug de HEPM<PI>, actividad inhibitoria (80%) equivalente a 1 ¡sg de HNF
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cuando ambas preparaciones se valoraron en PPP, producían aproximadamente

un 50% de inhibición de la trombina generada en un medio de PRP. Es

interesante subrayar que estos efectos anticoagulantes diferentes, de 1 ¡sg de

HNF y 2 ¡sg de HBPM sobre PRP, se encontraron también cuando 14 ¡sg de

F4P se adicionaron a PPP, indicando que la principal acción neutralizante de

las plaquetas es así debida al F4P.

Los resultados que se presentan son, a bajas concentraciones de HNF,

en principio similares a los descritos por Béguin et al, (1 989>. Estos autores

encontraron que concentraciones de 0.1 UI/mí <0.6 ¡sg/mí>, que podían

sustancialmente inhibir generación de trombina en PPP, apenas eran efectivas

en PRP. Sin embargo, el principal efecto que detectaron dichos investigadores

al incrementar las concentraciones de heparina a 0.3 UI/mí, fue una

prolongación sustancial de la fase de retraso antes del desarrolio de trombina,

pasando de 4 minutos a alrededor de 20 minutos y no dándose prácticamente

inhibición de la cantidad de trombina generada. Incluso a 0.5 UI/mí de HNF,

se producía solamente un 20 % de inhibición de la concentración del pico de

trombina. Por el contrario, en nuestros resultados (tabla 29, sec.IVu.54>,

incrementando la concentración de HNF a 0.3 UI/mí (1 .8¡sg/ml>, se obtenía un

50% de inhibición de la cantidad de trombina generada, y a 0.5 UI/mí (3

¡sg/mí> aparecía un 80% de inhibición; existía además una prolongación

marginal de la fase de retraso del desarrollo de trombina, a un máximo de 5

minu tos.

La principal diferencia entre los dos sistemas radica en que Béguin et al,

(1989> utilizaron tromboplastina diluida para estimular la generación de

trombina, mientras que en los resultados que se recogen en esta memoria se

utilizó una activación por contacto con vidrio, en ausencia de tromboplastina.

El efecto más sobresaliente de tromboplastina en PRP seria reducir la fase de
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retraso de generación de trombina, debido a la generación de pequefias

cantidades de trombina que activan las plaquetas para producir fosfolípido

procoagulante; la acción de la heparina es inhibir estas primeras trazas de

trombina. Parece difícil explicar por lo tanto la marcada falta de efecto de HNF,

observada en PRP por los investigadores mencionados, únicamente en

términos de neutralización de la heparina por F4P. Si es verdad que 1 ml de

PRP puede generar suficiente F4P para neutralizar 0.5 UI/mí de HNF, se

debiera esperar una similar falta de efecto en nuestro sistema de PRP; sin

embargo, a 0.5 UI/nil se encontró un 80% de inhibición de generación de

trombina (fig. 22 y 29, tabla 29, seo. IV.2>.

Una posible explicación de estas diferencias descansa en la capacidad

neutralizante de heparina por tromboplastina, como se describió originalmente

por Gomperts et al. <1978>. Es posible que heparina y tromboplastina actúen

como antagonistas mutuos, de forma que la heparina neutralice la

tromboplastina causando un retraso en la generación de trombina, y la

tromboplastina nautralice la heparina de forma tal que no haya inhibición de

trombina una vez que ésta se forma.

Hemker (1987> indicó que las HBPM pueden inhibir la generación de

trombina en PRP, y aunque no se daban datos en su publicación, se indicaba

que el efecto neutralizante de plaquetas sobre heparina podia ser menor para

las 116PM que para HNF. Los resultados obtenidos en el presente trabajo

confirman esta suposición, y proveen datos cuantitativos que informan que las

potencias de HBPM, relativas a HNF, 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, obtenidas

en PR!’ frente a HNF, fueran de forma constante dos veces superiores a
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aquéllas de PPP, significa que todas las HBPM se neutralizan en una

proporción similar por F4P. Los valores de inhibición más elevados de las

HBPM en PR!’ que en PPP±F4P <tabla 34, sec.IV.5) podían indicar alguna

implicación adicional de las plaquetas enteras, pero los datos en la tabla

muestran que estas diferencias son bastante menores. Los valores de CESO,

que son una indicación 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 5 veces en el caso de HNF. Es

decir, que todas las HBPM fueron menos afectadas que HNF por la presencia

de plaquetas, aunque hay aún un impacto significativo sobre las

concentraciones requeridas para su actividad anticoagulante.

Las potencias relativas de las HBPM en PR!’ valoradas frente a HNF, se

compararon también con las actividades especificas obtenidas para los mismos

materiales en ensayos amidoliticos de actividad anti-Xa y anti-lla. A diferencia

de la situación con PPP, donde las actividades antiu-lla dieron una mejor

correlación con la inhibición de generación de trombina que las actividades

antiu-Xa, los coeficientes de correlación con PRP fueron aproximadamente los
mismos para los ensayos anti-Ila que para los ensayos antiu-Xa. Esto es

probablemente debido a que en PRP los oligosacéridos de peso molecular más

elevado, que tienen mayor actividad anti-lla, son también los más fácilmente

neutralizados por 14!’; los oligosacáridos más pequeños, con actividad antiu-Xa

solamente, son más resistentes a la neutralización por F4P (Lane et al., 1984),

y por consiguiente llegan a ser más 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

HNF, se consideró que sus actividades relativas podían ser bastante diferentes

en una situación donde hubiera extensa activación de plaquetas. Sin embargo,
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el papel do las plaquetas en la patogénesis de la trombosis venosa, como

opuesto a la trombosis arterial, es relativamente menor (Thomas. 1994> y la

significación de estos descubrimientos en la situación in vivo es incierta. Es

posible que aparte de las observaciones indicadas, las principales diferencias

entre HNF y las HBPM se encuentren, probablemente, en sus propiedades

farmacológicas.

Los resultados de los estudios de acción antitrombótica en conejos que

so presentan en esta memoria muestran por vez primera datos comparativos,

en el mismo modelo animal, de la eficacia antitrombótica de las cuatro

principales 118PM disponibles comercialmente. Se utilizó una modificación del

modelo clásico de estasis de Wessler, en la que la extensión de trombosis se

evaluó después de 20 mm. de estasis, además de los 10 mm. establecidos en

el modelo original. Thomas et al. <1 989b> mostraron que 20 mm. de estasis

producían un desafio trombogénico más severo, y por ello requerían dosis más

elevadas de HBPM(PI> para alcanzar un efecto antitrombótico. Los resultados

presentados en esta memoria, como se muestra en la tabla 42 (sección IV.6>,

confirman y amplian los encontrados por Thomas et al. Los valores DEBO a 20

mm. do estasis fueron más elevados que los obtenidos a 10 mm. de estasis

para todas las 118PM analizadas, así como para HNF. La relación entre las

DEBO, a 10 y 20 miii. de estasis, fue más bien similar para todas las heparinas

(rango 1 .5 a 1.8>, excepto para FRG, en la que se obtuvo un valor de 2.9, no

conociéndose la razón para esta diferencia.

A partir de los valores de DEBO en ¡sg/kg de peso de conejo, y un

volumen de plasrna asumido para el conejo de 40 ml/kg, se pudieron calcular

las actividades anticoagulantes asociadas con el efecto antitrombótico, en los

distintos sistemas de ensayo (anti-Xa, anti-lla e inhibición de generación de

trombina>. A partir de estos cálculos <tabla 45, sec. IV.6> pudo observarse que
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el 50% de inhibición de trombosis se asociaba con niveles similares de

inhibición de generación de trombina en PPP semejantes para todas las

preparaciones; 66-84 % para 10 mm. de estasis y 81-88 % para 20 mm. de

estasis. Sin embargo debe reconocerse que esto está basado sobre una

asunción de 100 % de recuperación en la circulación, y sobre datos obtenidos

con plasme humano, Los valores reales de inhibición de generación de

trombina en al plasma de conejo pueden ser diferentes. Algunos datos

preliminares sobre la inhibición de generación de trombina en muestras de

plasma, tomadas de los conejos utilizados en los experimentos de trombosis

que se describen, se han obtenido por la Dra. Cray en el NIBSC (comunicación

personal>. Estos datos indican que la inhibición de generación de trombina

correspondiente a los valores DEBO a 10 mm. de estasis fue alrededor de 30-

50 %, es decir de alguna forma inferiores a los valores calculados. Sin

embargo, para los valores DEBO a 20 mm. de estasis, los valores encontrados

en el plasma de conejo se encontraban fundamentalmente en el rango

calculado, esto es, en torno al 80-90 %. Globalmente, parece que hay una

relación entre el grado de inhibición de trombosis a 10 mm. de estasis y el

grado de Inhibición de generación de trombina de las HBPM, mientras que con

un mayor desafio trombogénico de 20 mm. de estasis, se requería un grado

de inhibición mayor de generación de trombina para producir un efecto

a n ti tro rn b ó tic o u.

Cuando las potencias antitrombót¡cas de las HBPM se compararon con

sus actividades anticoagulantes en los ensayos clásicos, como se indica en la

tabla 45 <sec. IV.6>, fue evidente que el SO % de la actividad antitrombótica

estaba asociada con valores muy similares de actividad anti-lla para todas las

heparinas, mientras que las actividades antiu-Xacubrieron un amplio rango de

dispersión. Esta diferencia en correlación de las actividades antitrombóticas

con los dos sistemas anticoagulantes se confirmó por los coeficientes de
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correlación de r=0.9g2 <p=0.008> a 10 mm. de estasis y r=0.982

= 0.018> e 20 mm de estasis, para la actividad anti-lla, y r=O.425
<pr4iO,575> y r=0.143 <p=0u.857> para la prevención de trombosis a lOy 20

ruin de estasis comparada con la actividad antiu-Xa. Sería interesante comparar

los niveles de sangre calculados y asociados con la actividad antitrombótica

en al conejo con los encontrados en pacientes a los que se administran dosis

antitrombóticas de HBPM para la prevención de TVP. Sin embargo tales

comparaciones son dificiles de hacer ya que en muchos ensayos clínicos los

niveles da 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

Merton (1982> muestran que cuando las dosis antitrombóticas de una HBPM,

Fraxiparina, se administró subcutáneamente a voluntarios sanos, los niveles

máximos en sangre por APTT, que están estrechamente relacionados con la

actividad antiu-lla, fueron aproximadamente 0.05 UI/mí. Este valor es

considerablemente más bajo que los valores anti-lla encontrados en la presente

investigación, incluso considerando las actividades antitrombóticas más bajas

de DESO a 10 mm. de estasis (tabla 45, seo, V.G>
3 Es posible que, como en

el caso de generación de trombina, los valores reales de actividad antiu-lla que

se encontrarían en el conejo puedan ser inferiores a los calculados. Sin

embargo, aún teniendo en cuenta esto, parece probable que el estimulo

trombogénico asociado con la aparición de TVP en los seres humanos sea

inferior al utilizado en los experimentos en el conejo, y por ello las acciones

antitrombóticas de HNF y de HBPM pueden alcanzarse con niveles inferiores

en sangre.

Amar st al. <1990), informaron que las potencias antitrombóticas

relativas de HNF y HBPM en el modelo de estasis de Wessíer eran

dependientes de la naturaleza del estimulo de trombosis. Estos autores

encontraron una buena correlación entre acciones antitrombóticas y actividad
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antiu-lla cuando utilizaron tromboplastina como estimulo trombogénico. Sin

embargo, cuando se utilizó suero humano, las actividades anti-Xa se

mostraron más importantes.

Aunque en los estudios efectuados en el trabajo que se presenta se

utilizó suero humano, no se encontró correlación entre las potencias

antitrombóticas y la actividad antiu-Xa. De esta manera, nuestros resultados

parecen contradecir los obtenidos por Amar et al., 1990. La principal razón

para ello es, muy probablemente, las diferencias técnicas en el modelo animal

estudiado, Tal como ya indicaron los autores mencionados, puede encontrarse

que, dependiendo de los grupos de estudio, un mismo componente, como el

pentasacárido, presente amplias diferencias en actividad antitrombótica en el

modelo de 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 ml/kg, lo que es casi la mitad de la

cantidad de suero que ha sido utilizado en los experimentos recogidos en esta

memoria, así como en el modelo original descrito por Wessler <1959>. Es decir,

el desafio trombogénico en el estudio de Amar et al. (1990> era más bajo,

requiriendo una dosis inferior de HBPM para alcanzar un efecto antitrombótlcou.

La DEBO de FRX en el referido estudio, utilizando 15 minutos de estasis, podia

ostimarse en aproximadamente 70 pg/kg, mientras que en nuestro trabajo la

DESO ha sido de 194 ¡sg/kg a 10 minutos de estasis y de 320 ¡sg/kg 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 antitrombóticas de HBPM, relativas a HNF, son bastante diferentes

entre los dos estudios. Además, aunque en los datos recogidos por Amar et

al. <1990) la actividad antiu-Xa era más importante con suero humano como

estimulo que con tromboplastina, la dispersión de los valores antiu-Xa

asociados con una acción antitrombótica equivalente en las tres HBPM
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estudiadas todavía cubrían un rango superior a un factor 3, hecho que implica

que la correlación entre actividad antitrombótica y anti-Xa no podía estimarse

como muy buena.

En otro estudio del mismo grupo, Carne et al. <1993> encontró que HNF

y tres HBPM eran, para el mismo efecto antitrombótico, equipotentes en

términos de unidades antiu-Xa, pero no de unidades anti-lla. Sin embargo, en

las investigaciones llevadas a cabo por dichos autores, el modelo animal

utilizado fue el aumento de fibrina en conejos, que está probablemente más

relacionado con el tratamiento de trombosis establecida que con profilaxis. En

esta situación, las plaquetas pueden jugar un papel más importante que en el

modelo Wessler, y es interesante indicar que en los experimentos realizados

con PRP en el presente trabajo, la inhibición de generación de trombina por
HBPM se correlacionó tanto con la actividad anti-Xa como con la actividad

anti-lla. Los datos de Carne et al. <1993> no son por tanto incompatibles con

los resultados recogidos en esta memoria,

De forma global la investigación realizada muestra que, en el modelo

animal estudiado, las HBPM, como grupo, son agentes antitrombóticos menos

efectivos que HNF, existiendo además amplias diferencias entre las diversas

116PM en cuanto a sus potencias antitrombóticas. Las bajas actividades

antitrombóticas de las HBPM estén en concordancia con su menor acción

inhibitoria sobro la generación de trombina, lo cual a su vez puede explicarse

por sus bajas actividades antiu-lla. La principal dificultad con estas

observaciones es que no explican la indudable eficacia clínica que presentan

las 116PM a dosis, en general, sustancialmente inferiores que las de HNF.

Existe actualmente una amplia evidencia clínica de que las 116PM son al menos

tan eficaces como la HNF, cuando se comparan en términos de peso, en la

prevención de TVP en cirugía general, y pueden ser más eficaces en la
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profilaxis de cirugía ortopédica y para el tratamiento de trombosis establecida

<para revisión Hirsh y Levine, 1 992; Nurmohamed et al., 1 992>.

La principal razón para la diferencia entre los resultados animales y los

datos clínicos os la vía de administración. Para profilaxis, estas preparaciones

se administren invariablemente por via subcutánea, y así las HBPM consiguen

una importante ventaja sobre HNF; tienen todas ellas aproximadamente un

100 % do biodisponibilidad, comparadas con menos de un 30% en el caso de

HNF. La razón para ello es que las cadenas de polisacáridos más codas,

presentes en las HBPM, son absorbidas a través de los tejidos mucho más

fácilmente que las cadenas más largas que predominan en HNF, además de

interaccionar más débilmente con el endotelio (Tobelem, 1989; Psuja, 1988>.

El resultado de ambas características son niveles en sangre más elevados y

samividas biológicas más largas para las HBPM, en comparación con HNF. Los

experimentos en conejos llevados a cabo en el presente trabajo, se realizaron

unos pocos minutos después de la inyección intravenosa de cada una de las

HE3PM, y por consiguiente las diferencias en absorción o vida media no pueden

tomarse en cuenta,

Considerando las diferencias entre las diversas HBPM, los datos clínicos

indican da nuevo diferencias mucho más pequeñas que las encontradas en los

animales aquí estudiados, y también una mejor correlación entre la actividad

antitrombótica y las actividades anti-Xa, en comparación con las actividades

antiu-lla. Como ejemplo se puede indicar que las dosis de HBPM recomendadas

para profilaxis de TVP en cirugía general, varian desde aproximadamente 1 5

a 40 mg <peso seco>, 2000 a 3500 UI <ensayo anti-Xa> y 500 a 2500 UI

(ensayo antiu-lla>, mientras que en los experimentos realizados en nuestro

modelo animal, las dosis antitrombóticas fueron casi idénticas cuando se

expresaron en unidades antiu-lla, pero cubrían un rango de factor cinco cuando
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se expresaron ya sea como peso seco o unidades antiu-Xa. Existen dos razones

principales para estas diferencias, Primero, la biodisponibilidad de las cadenas

de heparina disminuye cuando aumenta el peso molecular (Johnson et al,,

1976; Lane et al., 1979>. Las preparaciones de HBPM con alta actividad anti-

lía contienen una proporción relativamente elevada de cadenas más largas y

tras la administración por via subcutánea solamente una parte do éstas

aparecerán en la circulación, Para las preparaciones con baja actividad antiu-lla,

sin embargo, las moléculas con actividad anti-lla son todas de peso molecular

relativamente bajo, y por consiguiente serán todas recuperadas casi

completamente después de inyección subcutánea. Por consiguiente, las

diferencias en actividad antiu-lla vistas in viti-o, o después de inyección

intravenosa, entre LOO y CLX, por ejemplo, tenderán a desaparecer después

de una inyección subcutánea.

En segundo lugar, la aparentemente mayor relevancia de la actividad

anti-Xa en circunstancias clínicas puede reflejar una importancia genuinamente

mayor de la acción anti-Xa ir> vivo. En el primer caso, la dependencia que la

biodisponibilidad de estos preparados tiene de su tamaño molecular, tenderá

a aumentar la actividad antiu-Xa comparada con la actividad anti-lla. Como ya

so ha mencionado solo una porción de las moléculas con actividad anti-lla

entrará en la circulación, mientras que casi todas las moléculas con actividad

anti-Xa serán recuperadas, resultando una relación anti-Xa/anti-lla

incrementada en comparación con medidas intravenosas o ir> vitro <Thomas et

al., 1981>. Además, aunque la actividad anti-Xa sea claramente no muy

efectiva para mejorar la inhibición de generación de trombina ir> y/tpo, como se

ha mostrado por Hemker <1987) y en los experimentos que se recogen en la

presente memoria, la situación puede ser diferente iii vivo, donde la generación

de trombina es un proceso dinámico que tiene lugar en sangre circulante, Una

vez que la generación de trombina ha tenido lugar, es probable que el complejo

203



de protrombinasa se rompa, al ser inactivado el factor V por la proteína C

activada, y se puede liberar factor Xa libre. Si este factor Xa libre

permaneciera como tal, podría promover más generación de trombina en la

circulación a partir del estimulo inicial. Por consiguiente, la inhibición de factor

Xa libre por HBPM puede ser un mecanismo importante para prevenir la

extensión de un pequeño trombo desde su lugar inicial de origen. Si esta

hipótesis es cierta, la importancia de esta actividad anti-Xa no quedaría

reflejada ya sea en ensayos ir> vftro o en el modelo de Wessler de estasis en

el conejo, donde la distribución de factor Xa libre en la sangre es impedida por

la unión a las paredes de los vasos sanguíneos.
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Como consecuencia de las investigaciones realizadas, se exponen a

continuación las conclusiones que se han obtenido en respuesta a los objetivos

planteados:

1. Las preparaciones de HBPM estudiadas fueron menos potentes que la

HNF, como inhibidores de generación de trombina en PPP, cuando se

compararon en términos de concentración en peso. La inhibición de generación

de trombina en PPP, mostró una mejor correlación con su actividad anti-lla que

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

2u. Todas las HBPM estudiadas fueron menos neutralizadas que la HNF, por

14 pg de F4P, cuando se valoraron a concentraciones que dieron la misma

actividad biológica en el sistema de generación de trombina, aunque el grado

do neutralización no fue el mismo para todas las 116PM. Esta diferencia entre

HNF y las HBPM se debe prioritariamente, a las más altas concentraciones

molares de las 116PM que se requieren para obtener la misma actividad

1 n h ib¡ toria.

3. A concentraciones más elevadas de F4P, las actividades de las HBPM

en generación de trombina y en ensayos anti-lla pudieron ser completamente

neutralizadas, 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 contribución en la inhibición de generación 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 PR!’

en relación con HNF, fue de forma constante el doble de la obtenida en PPP,

confirmando la menor neutralización de las HBPM por F4P.

206



5. La capacidad inhibitoria de generación 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 inhibición de generación de trombina en PPP por las HBPM, valoradas

frente a HNF, muestra una relación más próxima con la acción antitrombótica

ir> vivo que la inhibición obtenida en un medio de PRP. Ello sugiere que los

ensayos en presencia de plaquetas no son predictivos de la acción

antitrombótica ir> vivo, al menos en el modelo animal estudiado.

7. Las actividades ontiu-Xa ir> vitro no son un buen indicador de la acción

antitrombótica de las HBPMu -Porel contrario, las actividades anti-lla y de

inhibición de generación de trombina en el sistema intrínseco, correlacionaron

bien con los efectos antitrombóticos de estos preparados.

8. Para obtener la misma actividad antitrombótica que HNF, debe

administrarse tambien la misma actividad anti-lla de las 116PM. Por
consiguientes parece que una cierta proporción de actividad antiu-llade I-INF y

do las 116PM, soportada por las moléculas de masa superior a 5400 daltons,

será necesaria en las HBPM para mostrar su efecto antitrombótico óptimo.

Considerados globalmente, los resultados indican que la menor

neutralización de las HBPM por F4P no seria importante para su efecto

terapéutico en humanos, al menos en la prevención de trombosis. El hecho de

que las HBPM sean tan eficaces como la HNF, en la prevención de trombosis

en cirugia, a dosis más bajas, y a pesar de su baja actividad anti-lla, indica que

su mayor biodlsponibilidfld es la más importante contribución para el éxito

terapéutico de estas preparaciones.
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