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Resumen

El objetivo de este estudio es investigar el efecto de enoxa-
parina (E) relacién anti Xa/anti IIa 3.9/1 y bemiparina
(B), relacién anti FXa/anti IIa 8/1 sobre los parametros
de la prueba de generacién de trombina (TG). Métodos:
Se realizo la prueba de generacién de trombina en plas-
ma rico en plaquetas de plasma de 15 donantes de sangre
adicionados con concentraciones crecientes de bemipa-
rina o enoxaparina. EL TG también se realizé en plasma
de pacientes sometidos a cirugia ortopédica mayor con
dosis profilacticas de bemiparina (n=10) y enoxaparina
(n=10) extraidos 4 hs post inyeccion subcutanea de cada
droga. La actividad anti Xa se determiné mediante un
ensayo cromogénico. Para cada muestra se determiné
el indice de propagacién (IR), el potencial endégeno de
trombina (ETP), la fase lag (tlag), la concentracién maéxi-
ma de trombina (Tmax) y el tiempo para alcanzar Tmax.
Resultados: In vitro, ambas HBPM decrecen el ETP y
el IR en forma directamente proporcional a la concentra-
ciéon de HBPM. La IC 50 % (concentracion expresada en
U anti Xa/ml que disminuye cada pardmetro al 50 %)
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fueron Bemiparina (n=15) Tmax = 0.60+0.05; ETP = 0.75
+ 0.06; IR 0.56+ 0.03 Enoxparina: Tmax = 0.42 £ 0.01;
ETP = 0.50%0.06; IR = 0.41+0.01. Cuando la comparacio-
nes se hacen en funcion de las actividades anti ITa no exis-
ten diferencias significativas entre ambas heparina. Todos
los pacientes mostraron actividad anti Xa: B=0, 35 +0.14
anti Xa /ml y para E=:0.28 +0.11 U anti Xa/ml. Todas
las muestras de los pacientes mostraron una reduccion en
ETP, IR y Tmax con un alargamiento de la fase lag. Con-
clusiones: Los estudios in vitro muestran que para iguales
actividades anti Xa la B tiene menor capacidad inhibir la
generacion de trombina que E; este hecho estd de acuer-
do con su menor actividad anti FIla. En funcién de su
actividad anti ITa ambas heparinas mostraron comporta-
mientos similares en TG.

No obstante en los pocos pacientes estudiados Enoxapa-
rina y Bemiparina no mostraron diferencias significati-
vas en la prueba de generacion de trombina

Palabras claves: enoxaparina, bemiparina,
generacion de trombina
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Abstract

The aim of this study is to investigate the effect of enox-
aparin (E), Anti Xa/anti ITa activity ratio: 3.9/1 and bemi-
parin (B), Anti Xa/Ila activity ratio: 8/1on the TG test in
presence of platelets. Methods: Platelet rich plasma from
fifteen blood donors were spiked with increasing con-
centration of E and B. Plasma of patients treated with a
prophylactic dose of E (n=10) or B (n=10) was obtained
between 4 hours post subcutaneous injection. Anti Xa
activity in spiked plasma and patient plasmas were mea-
sured with chromogenic assay. For each LMWH a stan-
dard curve with the same drug was performed. TG was
measured in platelet rich plasma initiated by recombinant
tissue factor 15uM and CaCl2, 10nM. For each sample we
determined the index rate of propagation (IR), endoge-
nous thrombin potential (ETP), the lag phase (tlag), max-

Introduccion

Las heparinas de bajo peso molecular (HBPM), obte-
nidas por despolimerizacion de la heparina no frac-
cionada, tienen gran diversidad de pesos moleculares
y propiedades fisicoquimicas. El efecto anticoagulan-
te lo ejercen potenciando la accién inhibitoria de la
antitrombina sobre el FXa, Ila y en menor medida
FIXa. Para ser consideradas HBPM el 60 % de su peso
molecular debe estar debajo de 8000 Dalton.

La relacion anti Xa /anti IIa es mayor que 1 en todas
las HBPM, pero tienen alta variabilidad (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas de las principales HBPM®

HBPM PM promedio  antiXa/anti ITa
Enoxaparina 4500 3.9
Dalteparina 6000 2.5
Tinzaparina 6500 1.6
Parnaparina 5000 2.3
Nadroparina 4300 3.3
Bemiparina 3600 8.0
Reviparina 4400 4.2

También difieren en la vida media de las fracciones
anti Xa y anti IIa y en su habilidad para inducir la
liberacion del TFPI del endotelio.*

Como los procesos de produccion y sus actividades
biolégicas son diferentes, no todas las HBPM son
intercambiables, ya que presentan diferencias en el
perfil farmacoldgico. Asi, cada heparina tiene su
propio nicho terapéutico en un contexto clinico de-
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imum thrombin concentration (Tmax) and time (tmax)
to reach Tmax. Results: In vitro, both anticoagulant de-
creased ETP and IR in a concentration depend manner.
The IC 50 (concentration, expressed as U anti Xa/ml, that
diminished 50 % of each parameter) were: bemiparin
(n=15) Tmax= 0.60+0.05; ETP= 0.75 £ 0.06; IR 0.56%
0.03 Enoxaparin: Tmax= 0.42 £+ 0.01; ETP= 0.50%0.06;
IR=0.41+0.01. All patients showed anti Xa activity for B=
0, 35 £0.14 U anti Xa /ml and for E=:0.28 £0.11UI U anti
Xa/ml. All sample patients showed a reduction in ETP, IR
and Tmax with a lag phase prolonged. Conclusions: In
vitro studies B showed lower inhibitory activity towards
TG than E according its lower anti Ila activity. However
in these few patients samples E and B did not show any
difference on TG parameters.

Key words: bemiparin-enoxaparin-thrombin generation

terminado. El intercambio de las HBPM basado en
la potencia bioldgica no es aconsejable y la FDA,
WHO, American College of Chest Physicians and
American College of Cardiology consideran a cada
HBPM una droga distinta.

Entre las principales ventajas de la HBPM frente
a la heparina no fraccionada se puede mencionar su
farmacocinética predecible, su excelente biodisponi-
bilidad luego de la administracion subcutanea y su
larga vida media.®

Numerosos estudios clinicos han demostrado la utili-
dad de las HBPM en el manejo del sindrome corona-
rio, accidente cerebrovascular trombdtico, trombosis
en cancer y profilaxis de cirugias ortopédicas.”'?
Durante largo tiempo se ha debatido si debe o no
monitorearse los niveles de heparinemia. Los resul-
tados de los numerosos estudios clinicos han demos-
trado seguridad y eficacia en la mayoria de los pa-
cientes que reciben HBPM a dosis fijas haciendo el
monitoreo innecesario. Al aumentar el uso en todo
tipo de pacientes, diferentes alos de los estudios cli-
nicos, se vio que existiria un tipo de pacientes se-
leccionados (por ejemplo pacientes con falla renal)
donde seria ttil determinar el nivel de heparinemia.
La normas internacionales indican que no se necesi-
ta monitoreo en pacientes con dosis profilacticas y
recomiendan monitoreo de los niveles de U anti Xa/
ml solo para pacientes seleccionados (pacientes con
falla renal, embarazadas, obesos, pediatricos y con
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EFECTO DE LAS HEPARINAS DE BAJO PESO MOLECULAR
terapia de larga duracién) cuando reciben dosis
anticoagulantes.® 112

En el caso de monitorear el nivel de heparinemia,
se debe hacer con un método anti Xa cromogénico,
equipo especifico y calibrado con un patrén interna-
cional o la HBPM que recibe el paciente. La toma de
la muestra debe hacerse entre 3 y 4 hs post aplica-
cion de la droga; la Tabla 2 muestra los valores que
se deberian observar para las diferentes HBPM. Se
ha reportado que el nivel de anti Xa en plasma no
muestra una buena correlacion con el desenlace cli-
nico final (hemorragia o trombosis).* "

Tabla 2: Niveles plasmatico de U anti Xa/ml que
deberfan obtenerse a las 4 hs post administracién

de las distintas HBPM®
. . Valores target a las 4 Hs
Dosis y Tipo de HBPM U anti Xa /ml
Nadroparln,a dos 0.6-1.0
veces por dia
Dalteparlln una 1.05
vez por dia
Enoxaparln,a dos 0.6-1.0
veces por dia
Enoxapar’ma una 510
vez por dia
Nadroparinina una
p 1.3
vez por dia
Bemiparina subcutdnea 0.54
Tlnzaparl,na una 0.85
vez por dia

Dado que el efecto central de estos anticoagulantes
es disminuir la generacion de trombina, la prueba
de generacién de trombina (TG) seria una buena
herramienta para estudiar las HBPM. Sin bien la in-
fluencia de los distintos HBPM sobre los parametros
de TG es variable, no ha sido establecido atin cual
es el mejor parametro para monitorear este tipo de
droga. (14--15)

Bemiparina es la heparina de menor peso molecular
(3600 Da) y de mayor vida media con una relacion
anti Xa/anti IIa de 8/1. Sibien en laliteratura existen
pocos reportes acerca de como afecta los parametros
del test de generacion de trombina, la utilidad de esta
heparina de segunda generacion ha sido demostrada
en diferentes estudios clinicos."*'”

El objetivo de este trabajo es comparar el efecto
sobre los perfiles de la generacion de trombina en
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presencia de plaquetas de la enoxaparina (E) y be-
miparina (B) en plasma normales adicionados con
HBPM. También se investiga los perfiles de genera-
cidén en pacientes tratados con dosis profilacticas de
ambas HBPM.

Métodos

Poblacion para pruebas in vitro: plasma de 15 do-
nantes sanos que no han ingerido medicacién en
los ultimos 10 dias fue recolectada en citrato 3,2 %
(nueve partes de sangre una parte de citrato).

Se obtuvo plasma rico en plaquetas (PRP) por cen-
trifugacion por 10 min a 150 g a temperatura am-
biente. El recuento de plaquetas fue ajustado a 2.0x
10°cel /L.

El plasma rico en plaquetas de cada donante fue
adicionado con cantidades crecientes (0,2; 0,4; 0,6;
0,8 y 1,0 unidades U anti Xa/ml) de cada una de las
heparinas de bajo peso (E o B).

Pacientes: 10 pacientes (4 mujeres, edad: 55 (40-70)
anos) tratados con dosis profilacticas de enoxapari-
na y 10 pacientes (5 mujeres, edad 59 (46-72) afos
tratados con dosis profilacticas de bemiparina post
cirugia ortopédica mayor. Todas las muestras fueron
extraidas a las 4 hs post inyeccion subcutanea de la
droga en citrato 3,2 %.

A todos los pacientes se les realizaron el dosaje de
todos los factores de coagulacién por método coa-
gulable en una etapa.

Determinacion de los niveles de anti Xa /ml: el ni-
vel de heparinemia expresados como niveles de anti
Xa/ ml se determiné por sustrato cromogénico utili-
zando un método equipo especifico (Hemosil hepa-
rin, de Instrumentation Laboratory). Se realizo una
curva de calibraciéon para cada heparina utilizando
un calibrador preparado con E o B respectivamente.
Las curvas fueron validadas mediante la utilizacién
de controles interno de calidad de dos niveles 0 U
anti Xa/mly 0.6 U anti Xa/ml

Prueba de generacion de trombina: La TG fue me-
dido en plasma rico en plaquetas utilizando factor
tisular recombinante 15 uM (Recombiplastin, Ins-
trumentation Laboratory) y Cl,Ca (Cf:10 nM). Cada
30 seg se tomo una alicuota y se determind la con-
centracion de trombina generada por su accion so-
bre un sustrato cromogénico especifico (S-2238 0.2
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mM). Para cada concentraciéon de HBPM se grafico
la concentracion de trombina vs tiempo de reaccion
y a partir de alli se determino el potencial endégeno
de trombina (ETP), la fase lag (tlag), la concentra-
ciéon maxima de trombina (Tmax) y el tiempo en al-
canzar el pico (tmax). Se calculd el indice de propa-
gacion (IR) expresado en nM/min como el cociente
entre el Tmax y la diferencia entre el tiempo al pico
y la fase lag.

Analisis estadistico: Los datos son mostrados como
media £ SD. La comparacidn estadistica entre los dis-
tintos parametros del TG de las distintas heparinas
se realizd utilizando el test no paramétrico de Mann
Whitney .Se consideraron significativas p<0.05.

ARTICULO ORIGINAL

Resultados

Efecto de E o B sobre la generacion de trombina.
Todas las muestras adicionadas in vitro con E o B
mostraron actividad de U anti Xa/ml acorde a lo
esperado. EL tlag y tmax en presencia de E o B se
prolongd respecto al control (p<0.05) cuando la
concentracion fue mayor o igual a 0.4 U anti Xa/ml
de ambas HBPM. Para concentraciones menores de
0.4 U anti Xa/ml no se observaron alteraciones en
ninguno de los pardmetros del TG estudiados
Bemiparina and enoxaparina descienden el ETP, in-
dice de propagacion y el pico de trombina en forma
concentracion dependiente. (Fig 1-2).

Figura 1: Efecto de la HBPM agregadas in vitro sobre el
pico de trombina. Cada punto es el promedio de los 15
ensayos para cada concentracion y cada HBPM

Bemiparina disminuyen significativamente la con-
centracién maxima de trombina y el ETP a con-
centraciones mayores de 0.6 unidades U anti Xa/ml
mientras que Enoxaparina inducen una disminu-
cién de la concentraciéon maxima de trombina y el
ETP a partir de concentraciones superiores a 0.4 U
anti Xa/ml.

En base a su actividad anti Xa, a cada concentracidon

Figura 2: Efecto de la HBPM agregadas in vitro sobre el
indice de propagacion (IR). Cada punto es el promedio de
los 15 ensayos para cada concentracién y cada HBPM.

estudiada, bemiparina tiene un efecto menor sobre
el IR, la concentraciéon maxima de trombina y el ETP
comparada con enoxaparina. En cambio, de acuerdo
a su relacion anti ITa no hay diferencias significativas
en ningin parametro estudiado como lo demues-
tran las dosis IC 50 (cantidad de droga necesaria
para disminuir cada parametro al 50 % del valor del
control). (Tabla 3)

Tabla 3: IC 50: concentracion de cada droga expresada como U anti Xa/ml y U anti IIa /ml
que disminuye el 50 % el valor de los parametros investigados

Bemiparina (n=15)

Enoxaparina (n=15)

T Max. 0.60 + 0.05 U anti Xa/ml
0.075 £ 0.06 U anti ITa/mL
I 0.75 + 0.04 U anti Xa/ml
0.094 £ 0.03 U anti ITa/mL
IR 0.56 + 0.03 U anti Xa/ml

0.07 £ 0.02 U anti ITa/mL

0.42 + 0.01 U anti Xa/ml
0.084 + 0.03 U anti [Ta/mL
0.50 + 0.06 U anti Xa/ml
0.10 £ 0.04 U anti ITa/mL
0.41 £ 0.01 U anti Xa/ml

0.08 £0.03 U anti ITa/mL
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Acorde a los resultados obtenidos se puede decir que
tanto la bemiparina como la enoxaparina inhiben,
cuando se adicionan in vitro, la generacion de trom-
bina en base a su actividad anti IIa.

Generacion de trombina en los pacientes
tratados con dosis profilacticas de
enoxaparina y bemiparina

Todos los pacientes mostraron actividad anti Xa medi-
das por sustrato cromogénico a las 4 hs post inyeccion.
Para bemiparina la media fue de 0, 35 +0.14 U antiXa
/ml (n=10) and para enoxaparina: 0.28 +0.11UI U
anti Xa/ml (n=10). Dada la diferencia de relacion anti
Xa/anti ITa se deben realizar dos curvas de calibra-

cién independientes. Los niveles de cada uno de los
factores de coagulacion fueron comparables en ambos
grupos (datos no mostrados).

Cada uno de los pacientes estudiado presentd niveles
plasmaticos de los factores de coagulacién normales
y comparables a los del grupo control.

Todas las muestras de los pacientes mostraron dismi-
nucién en el ETP (porcentaje de disminucion B=14.3
%; E=16.7%), prolongacion de la fase lag, disminucion
del pico de trombina (B=24 %; E= 27%) y principal-
mente reduccion del IR respecto al control (E=33.3%;
E=36.6 %). En los parametros estudiados no se ob-
servaron diferencias significativas entre los pacientes
tratados con enoxaparina y bemiparina. (Tabla 4)

Tabla 4: Pardmetros de la prueba de generacién de trombina en los pacientes anticoagulados
con enoxaparina y bemiparina a dosis profilacticas

Control Bemiparina (n=10) Enoxaparina (n=10)
Heparinemia 0.00120.01 0,35+0.14 U 0.28 £0.11
(anti Xa /ml)
AX. +

T Méx. (nM) 165 + 32 125%54 119 + 67
ETP (nM/min) 1435 + 320 1230 £+ 285 1195 + 236

IR (nM/min) 30+6 20 £ 11 1949

Conclusiones

En base a su actividad antiXa las HBPM muestran
un efecto inhibitorio variable sobre los parametros
de generacion de trombina. En ensayos in vitro, be-
miparina presenta menor actividad inhibitoria en
la generacion de trombina. La IC 50 es mayor para
bemiparina que para enoxaparina en todos los pa-
rametros estudiados en base a su actividad anti Xa
.Estos resultados estan de acuerdo a lo publicado por
Gerotziafas et al. 19

Cuando la comparacion se hace en base a las acti-
vidades anti ITa ambas HBPM muestran comporta-
mientos similares en el sistema experimental utili-
zado.

Los resultados obtenidos permiten decir que el efec-
to dela HBPM sobre la generacion de trombina es-
taria dado por la fraccion anti IIa presentes en toda
HBPM. "7 Estos resultados estan de acuerdo con los
descripto en estudios previos que demuestran que la
inhibicion del ETP esta principalmente determinado
por la concentracion del extremo carboxi terminal
que contiene el pentasacarido que une AT y exhibe
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actividad anti ITa- ®

La actividad anti Xa seria la responsable de la reduc-
cién de la fase de propagacion en el test de genera-
cién iniciado por el factor tisular, siendo aparente-
mente el IR el parametro mas sensible a la fraccion
anti Xa.

Todos los pacientes estudiados tratados con dosis
profilacticas de E o B redujeron la generacion de
trombina mostrando dentro de un mismo grupo una
respuesta variable. Esta variabilidad en la reduccion
de generacion de trombina en pacientes tratados con
enoxaparina post cirugia de rodilla o reemplazo to-
tal de cadera fue reportada recientemente por Gio-
nis MN et al-

Los parametros de la generacion de trombina de los
pacientes estudiados a las 4 hs post inyeccion son si-
milares, tal vez porque luego de la administracion
subcutanea la actividad anti ITa de ambas heparinas
es rapidamente depurada, mientras que la actividad
anti Xa permanece en plasma por un periodo de
tiempo mas prolongado. Este hecho esta de acuerdo
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con que in vivo la eficacia de las HBPM esta relacio-
nada con su funcién anti Xa. La importancia de la
actividad anti Xa como estrategia antitrombética ha
sido sustentada por los numerosos estudios clinicos
que han probado la eficacia del fondaparinux en la
prevencion y tratamiento del tromboembolismo ve-
noso y el sindrome coronario agudo.

Resumiendo, se puede decir que los pacientes con
dosis profilactica de enoxaparina o bemiparina dis-
minuyeron los parametros de generacion de trom-
bina respecto al control siendo el IR el parametro
mas sensible a la presencia de las HBPM. Son nece-
sarios mas estudios para establecer si uno o varios de
los parametros de la TG son utiles para monitorear
las HBPM
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