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1. Dosis mínima de cada uno de los glicosaminoglicanos en estudio que inhibe
la formación de trombina in vitro.

La concentración de cada uno de los GAGs a usar en los experimentos de flujo
se seleccionó en base a la mínima cantidad que se requería para inhibir
completamente la formación de trombina con sangre mantenida en reposo a
temperatura ambiente durante 3 horas. Como indicador de la formación de la
trombina se tomó la concentración de FPA. En las Figuras 12, 13, 14, 15 y 16 se
muestra la evolución en el tiempo de la concentración de FPA (en nmol/1) para
cada uno de los GAGs estudiados. Como consecuencia de estos experimentos se
decidió utilizar las siguientes concentraciones en los experimentos bajo condiciones
de flujo Fragmin® 20 Ul/ml, Fraxiparine® 30 U IC/ml, Lomoparan® 10 U anti
Xa/mi, Org 31550 200 U anti Xa/mi y HNF 5 Ul/ml.
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o 1 2
Horas tras extracción

Figura 12. Aumento en la concentración de fibrinopéptido A en sangre anticoagulada con
concentraciones crecientes (en U anti Xa/mi) de Fragmin® y mantenida a temperatura ambiente
durante 3 horas.
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Horas tras extracción

Figura 13. Aumento en la concentración de fibrinopéptido A en sangre anticoagulada con
concentraciones crecientes de Fraxiparine® (en U IC/ml) y mantenida a temperatura ambiente
durante 3 horas.
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Figura 14. Aumento en la concentración de fibrinopéptido A en sangre anticoagulada con
concentraciones crecientes de Lomoparan® (en U anti Xa/mi) y mantenida a temperatura ambiente
durante 3 horas.

- 103-



Resultados

150

1 2

Horas tras extracción

Figura 15. Aumento en la concentración de FPA en sangre anticoagulada con concentraciones
crecientes del pentasacárido Org 31550 (en U anti Xa/mi) y mantenida a temperatura ambiente
durante 3 horas. i
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Horas tras extracción

Figura 16. Aumento en la concentración de fibrinopéptido A en sangre anticoagulada con
concentraciones crecientes de heparina no fraccionada (en Ul/ml) y mantenida a temperatura
ambiente durante 3 horas.
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Tabla 7. Concentraciones de cada uno de los
glicosaminoglicanos en estudio utilizadas en las perfusiones,
expresadas en actividad inhibidora del factor Xa según el
fabricante y en términos de molaridad.

/mi nmol/ml

Fragmin®

Fraxiparine®

Lomoparan®

Org 31550

UFH

20 U anti-Xa

40 U anti-Xa 1C*

15 U anti-Xa

200 U anti-Xa

5IU

33,2

36,8

146,4

95,2

1,9

Estas concentraciones
obtenidas en condiciones
estáticas se recomprobaron
en perfusiones sobre MEC
de células endoteliales no
estimuladas. Tras la realiza-
ción de estos experimentos
fue necesario aumentar lige-
ramente las concentraciones
a utilizar en los casos de
Lomoparan® y Fraxiparine®
pues se observó un incre-
mento significativo en los
niveles de FPA postperfusión. Así se pasó a utilizar 15 U anti-Xa/ml en el caso de
Lomoparan® y 40 U IC/ml para Fraxiparine®. En la Tabla 7 se muestran las
concentraciones necesarias para cada uno de los GAGs expresadas en términos de
actividad inhibidora del factor Xa tal como los suministra el fabricante y en
términos de molaridad. Se puede ver que Fragmin® y Fraxiparine® son casi
igualmente efectiva en términos de molaridad aunque difieren considerablemente
cuando se expresan sus concentraciones en términos de actividad inhibidora del
factor Xa según el fabricante. Mucha mayor cantidad se requiere de Lomoparan®
y del pentasacárido Org 31550 probablemente debido a su menor actividad
inhibidora de la trombina que poseen.

* unidades anti-Xa Instituto Choay
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2. Efecto de los glicosaminoglicanos en el funcionalismo plaquetario.

El efecto de los GAGs sobre el funcionalismo plaquetario se estudió en
experimentos en los que se hizo recircular sangre sobre MEC de células endoteliales
sin estimular a un coeficiente de cizalladura 1.300 s"1 durante 5 minutos y en donde
se midió la adhesión plaquetaria a dicha superficie. Estos estudios no pudieron
realizarse con el pentasacárido Org 31550 debido a la formación de agregados
plaquetarios (ver después). La Fig. 17 muestra la superficie cubierta por plaquetas
expresada como el tanto por ciento de la superficie expuesta al flujo para cada uno
de los GAGs. En dicha figura también se señala las cifras de SPD para las mismas
perfusiones. Con Lomoparan® se obtuvo una superficie cubierta mayor que con los
otros GAGs estudiados (p=0.009). Las diferencias observadas en cuanto al SPD
alcanzaron significación estadística al comparar Lomoparan® con Fragmin®.
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Figura 17. Superfície cubierta por plaquetas y desaparición de plaquetas aisladas (en %) en
perfusiones sobre matriz extracelular no estimulada con sangre anticoagulada con distintos
glicosaminoglicanos durante 5 min. a 1.300 s'1. (x±SEM, n=3).

Las cifras de SPD y la superficie cubierta por plaquetas en las perfusiones
realizadas bajo estas condiciones mostraron un correlación lineal inversa
estadísticamente significativas (r= - 0,526; p=0.01; Fig. 18). La correlación fue
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incluso más significativa cuando sólo se consideró el recuento de plaquetas en
glutaraldehído (es decir plaquetas aisladas) y superficie cubierta por plaquetas en
cada una de las perfusiones; sin embargo es este caso la correlación fue directa es
decir cuanto mayor era el recuento de plaquetas aisladas al final de la perfusión
mayor era la superficie cubierta (r=0,585; p=0,003; Fig. 19).
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Figura 18. Correlación entre desaparición de plaquetas aisladas y superficie cubierta por
plaquetas. Ver texto.

En las perfusiones realizas sobre MEC de células endoteliales no estimulada
se observaron áreas de agregados repartidas a lo largo de la zona perfundida; estos
agregados adoptaban la forma de un "cometa" con una parte de mayor tamaño
proximal al sentido del flujo que iba disminuyendo de tamaño en sentido distal
(cola) hasta desaparecer por completo (ver Fig. 20). Sin embargo el número,
tamaño y longitud de la "cola" de las zonas de agregados variaron
considerablemente según el GAG en estudio. Así con la HNF no se observaron en
absoluto, Lomoparan® presentó un escaso número, Fragmin® y Fraxiparine® se
observaron en mayor número y con el pentasacárido Org 31550 la casi totalidad de
la MEC perfundida estaba cubierta por agregados.
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Figura 19. Correlación entre recuento de plaquetas en glutaraldehído y superficie cubierta por
plaquetas. Ver texto.

Tabla 8. Tanto por ciento de la superficie perfundida cubierta por plaquetas y por agregados
de diferentes alturas. Perfusiones realizadas con sangre anticoagulada con diversos
anticoagulantes a 1.300 s"1 durante 5 minutos sobre matriz extracelular de células endoteliales
estimuladas con un ester de forbol (x±SEM, n=3).

Superficie cubierta

Fragmin*

Fraxiparine®

Lomoparan®

UFH

cor plaquetas

53,4±3,8

58,8±3,4

57,7 ±2,7

52,5 ±6,6

< Sum

22.1 ±3.5

21.7 ±1 A

27.4±4.9

29.2±6.7

5-10 um

19.4±3.9

19.1 ±2.1

21.8±0.9

16±3.1

> 10 um

11.6±3.7

17.4±5.0*

8.0±3.2*

7.0±3.7*

* p=0,04

Para estudiar el efecto de los diferentes GAGs estudiados en la formación de
los agregados plaquetarios, se realizaron perfusiones sobre MEC de células
endoteliales estimuladas con PMA a un coeficiente de cizalladura de 1.300 s'1
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Figura 20. Micrografías de matrices extracelulares de
células endoteliales no estimuladas, tras perfundirlas con
sangre anticoagulada con (A) Fragmin*, (B) Fraxiparine®,
(C) Lomoparan®, (D) Heparina no fraccionada y (E) Org
31550 a 1.300 s~] durante 5 minutos. May/Gründwal-
Gietnsa. (A a D x35, E xl5).
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durante 5 minutos, que fueron valoradas en secciones transversales evaluándose
superficie cubierta y altura de los agregados. Los resultados se resumen en la Tabla
8. Los cubreobjetos perfundidos con sangre anticoagulada con Org 31550 no
pudieron ser evaluados debidos a la presencia de una capa casi continua de fibrina
que imposibilitó las evaluaciones. La superficie global cubierta por plaquetas, y las
superficie cubierta por agregados menores de 5 /xm y agregados entre 5 y 10 /im
de altura fueron similares para todos los compuestos estudiados. Sólo los agregados
mayores de 10 ßm de altura variaron de acuerdo con el anticoagulante utilizado.
Con HNF y Lomoparan® se observaron agregados de menor altura que con
Fragmin® y Fraxiparine®. Las diferencias observadas fueron estadísticamente
significativas cuando se compararon las alturas obtenidas con HNF y Lomoparan®
con las observadas con Fraxiparine® (p=0.04).
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Figura 21. Cifras de desaparición de plaquetas aisladas en perfusiones sobre matriz extracelular
estimulada con forbol realizadas a 300 s"1 durante S minutos, con sangre anticoagulada con
distintos glicosaminoglicanos.

Bajo estas condiciones de perfusión las diferencias observadas en las cifras de
SPD con Fragmin®, Fraxiparine®, Lomoparan® y HNF no fueron estadísticamente
significativas. Los valores de SPD observados con Org 31550 fueron
significativamente mayores que los obtenidos con los otros GAGs estudiados
(p<0.02, Fig. 21)
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3. Comparación de los métodos del fibrinógeno marcado con peroxidasa con
el del fibrinógeno marcado con 125I en la cuantificación de la fibrina depositada
sobre la matriz extracelular perfundida.

2OOO

160O

120O

8OO

40O

O 50 10O 15O 200 25O

Fibrina formada (en pmol)

Figura 22. Comparación entre el método del fibrinógeno marcado con peroxidasa y con el
marcado con 125I en la cuantificación de la fibrina depositada. Ver texto.

Para validar el método del Fg-PO se realizaron experimentos en los que la
fibrina depositada se cuantificó con los dos métodos a la vez. Los niveles medidos
por ambos métodos no mostraron una buena correlación. En la Fig. 22 se muestra
la gráfica resultante de dibujar para cada perfusión la cantidad de fibrina formada
sobre el cubreobjeto según el método del Fg-125I y la densidad óptica medida a 490
nm asociada al mismo cubreobjeto. Se observa que si bien inicialmente la
correlación es buena, a partir de una cierta cantidad de fibrina presente en el
cubreobjeto (aproximadamente unos 20 pmol), la densidad óptica no aumenta de
forma paralela sino que se aplana. La curva que mejor se ajusta a los puntos es de
tipo logarítmico (r= 0,916).
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4. Determinar el efecto de cada uno de los glicosaminoglicanos y las
condiciones de flujo en el depósito de fibrina.

Tabla 9. Aumento en la concentración de fibrínopéptido A (en pmol/ml) y fibrina
depositada (en pmol/cm2) sobre matriz extracelular estimulada con un ester de forbol tras
perfusión durante 5 minutos a 300 y 1.300 s'1 con sangre anticoagulada con diversos
glicosaminoglicanos (x±SEM).

300 s'1 1.300 s'1

Fragmin®

Fraxiparine®

Lomoparan®

Org 31550

UFH

FPA fn-ól

104,0±12,2

185,0±11,3

17,8±4,0

1.43 1,8 ±150,6

4,6±1,8

Fibrina (n=4)

110,2±16,7

147,6 ±21,1

65,0±12,0

201,1 ±25,0

4,7±2,6

FPA fn=3}

128,0±6,8

252,3 ±112,0

53 ,2 ±36,2

1.506,9 ±980,0

13,5±6,2

Fibrina (n=4)

7,35±1,7

27,64 ±11, 7

9,11±2,6

165,2±24,7

1,76±0,2

La cantidad de fibrina depositada sobre los cubreobjetos y las concentraciones
de FPA tras las perfusiones a un coeficiente de cizalladura de 300 y de 1.300 s"1

durante 5 minutos se muestran en la Tabla 9. La cantidad de fibrina depositada
después de las perfusiones con la sangre anticoagulada con HNF a ambos
coeficientes de cizalladura es casi inexistente. La microscopía óptica de contraste
de interferencia en la que se utilizó fibrinógeno marcado con PO y posteriormente
teñido con DAB (Fig. 23) y la microscopía electrónica de barrido (Fig. 24 ) no
evidenciaron fibrina en absoluto; los valores observados probablemente muestran los
valores de fondo correspondientes al Fg-I125 asociado a la MEC y/o a las plaquetas.
Asimismo el incremento del FPA con la sangre anticoagulada con HNF fue no
valorable.

Por el contrario, la fibrina formada en los cubreobjetos perfundidos con sangre
anticoagulada con los otros GAGs varió considerablemente dependiendo del tipo de
anticoagulante y del coeficiente de cizalladura. La sangre anticoagulada con el
pentasacárido Org 31550 proporcionó las cantidades mayores de fibrina formada,
seguido por Fraxiparine® y Fragmin®. Lomoparan® inhibió el depósito de fibrina
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Figura 23. Micrografías de matrices extracelulares de
células endoteliales estimuladas con forbol, tras
perfundirlas con sangre anticoagulada con (A) Fragmin*,
(B) Fraxiparine*, (C) Lx>moparan*, (D) Pentasacárido Org
31550 y (E) Heparina no fraccionada a 300 s'1 durante 5
minutos. A la sangre se añadió fibrinógeno marcado con
peroxidasa, cuya presencia se reveló con un cromógeno.
Contraste de interferencia, x575.
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Figura 24. Micrograffas de matrices extracelulares de
células endoteliales estimuladas con forbol, tras
perfundirlas con sangre anticoagulada con (A) Fragmin®,
(B) Fraxiparine*, (C) Lomoparan®, (D) Pentasacárido Org
31550 y (E) Heparina no fraccionada a 300 s"1 durante 5
minutos. Microscopía electrónica de barrido. Junto al
borde inferior derecho de cada micrografía se muestra una
línea que corresponde a 10 /jm.
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en mayor proporción. Las diferencias entre las medias fue estadísticamente
significativa (p< 0,001). Cuando el coeficiente de cizalladura se aumentó de 300
a 1,300 s"1 la cantidad de fibrina depositada sobre los cubreobjetos disminuyó. En
los casos de Org 31550 y HNF, la reducción no alcanzó significación estadística.
Si lo fue en los casos de Fragmin® (85 %), Lomoparan® (85 %) y Fraxiparine®
(81 %).

Las diferencias en los incrementos en FPA observadas en los dos coeficientes
de cizalladura (300 y 1,300 s"1) no fueron estadísticamente significativas para los
diferentes GAGs probados. El incremento en FPA se detuvo al finalizar la perfusión
excepto en el caso del pentasacárido Org 31550, con el que los niveles de FPA
continuaron aumentando; diez minutos después de finalizar las perfusiones las
concentraciones de FPA fueron aproximadamente un 30 % mayores que los niveles
medidos inmediatamente después de acabar las perfusiones.

Tabla 10. Fibrina calculada y fibrina depositada (ambas en nmoles) sobre matriz extracelular
estimulada con un ester de forbol tras se perfundida durante 5 minutos a 300 y a 1.300 s'1,
con sangre anticoagulada con diversos glicosaminoglicanos (x±SEM).

300 s'1 1.300s-'

Fibrina cale. Fibrin depos. Fibrina cale. Fibrin depos.

Fragmin®

Fraxiparine®

Lomoparan®

Org 31550

UFH

0,49 ±0,05

0,87 ±0,05

0,08±0,01

6,0±1,78

0,02±0,008

0,46 ±0,07

0,62 ±0,08

0,27 ±0,04

0,84±0,1

0,02 ±0,0 11

0,61 ±0,34

1,19 ±0,53

0,25±0,17

7,1 ±4,6

0,06 ±0,02

0,03 ±0,007

0,11±0,04

0,03 ±0,01

0,69 ±0,01

0,007 ±0,001

Los valores teóricos de la fibrina formada durante la perfusión calculada a
partir de las cifras de incremento en el FPA y la cantidad de fibrina depositada
medida sobre la MEC se resumen en la Tabla 10. En perfusiones llevadas a cabo
a un coeficiente de cizalladura de 300 s"1 con sangre anticoagulada con HNF
aproximadamente el 100 % de la fibrina formada se depositó sobre la MEC
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perfundida. En el caso de Fragmin® ésta representó el 93 % y para Fraxiparine®
alrededor del 70 %. En el caso de Lomoparan® se obtuvo un resultado discordante
pues se depositó sobre la MEC 3 veces más fibrina que la cantidad teórica
calculada a partir de las cifras de incremento del FPA. Para el pentasacárido Org
31550 sólo el 12,5 % de la fibrina generada durante la perfusión se encontró
depositada sobre la MEC perfundida.

En las perfusiones realizadas a un coeficiente de cizalladura de 1.300 s"1

durante 5 minutos, el porcentaje de la fibrina formada que se depositó sobre la
MEC estimulada con PMA era similar para todos los GAGs estudiados; así era del
5 % para Fragmin®, del 9 % para Fraxiparine®, del 12 % para Lomoparan®, del
10 % para Org 31550 y un 11 % para la HNF.

La fibrina depositada en las perfusiones llevadas a cabo a un coeficiente de
cizalladura de 1.300 s"1 comparada con la fibrina depositada a 300 s"1 representaba
una reducción del 93 % para Fragmin®, del 82 % para Fraxiparine®, del 88 % para
Lomoparan®, del 18 % para Org 31550 y del 65 % para HNF. Curiosamente
incluso con HNF con la que no se formó fibrina visible, se observó una reducción
a la mitad de la fibrina depositada.
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En esta tesis se ha estudiado en un modelo bien caracterizado de trombosis in
vitro que utiliza exclusivamente componentes humanos228'298, el efecto
anticoagulante de varios glicosaminoglicanos en condiciones de flujo. En dicho
modelo, sangre anticoagulada con los glicosaminoglicanos se hace recircular a
través de una cámara de perfusión rectangular sobre cubreobjetos recubiertos con
matriz extracelular, bajo condiciones Teológicas bien definidas. La presencia de
factor tisular en la matriz extracelular se induce al estimular con un ester de forbol
células endoteliales humanas en cultivo228; dicho factor tisular activando la vía
extrínseca de la coagulación induce la síntesis de trombina con la consiguiente
formación del trombo plaquetario y el depósito de fibrina.

El primer problema que se presenta al intentar comparar diversos
glicosaminoglicanoss es que la actividad inhibidora del factor Xa suministrada por
el fabricante no es un buen reflejo de la actividad anticoagulante de los productos.
Por ésta razón se decidió escoger como concentración de trabajo la concentración
mínima del anticoagulante que inhibiera la formación de trombina en sangre total
cuando ésta se mantenía en tubos de poliestireno a temperatura ambiente durante
3 horas. Esta concentración arbitraria se seleccionó también por razones prácticas,
debido a que permitía realizar las perfusiones en las que la formación de trombina
era inducida por el factor tisular presente realmente en el cubreobjeto perfundido.
Como indicador de la formación de la trombina se tomó el fibrinopéptido A (FPA),
un péptido que la trombina libera de cada una de las cadenas Aa y que ha
demostrado su utilidad en los estudios con las heparinas de bajo peso molecular80.

La concentración necesaria para cada unos de los glicosaminoglicanoss
estudiados se muestran en la Tabla 7 (pág. 105) . Dependiendo de la actividad
inhibidora del factor Ha y del peso molecular las cantidades necesarias de cada uno
de los glicosaminoglicanos para inhibir el aumento del FPA varía considerablemente
cuando se expresa en términos de moles/mi. Así se puede observar que para la
heparina no fraccionada sólo 1,9 nmol/ml son suficientes mientras que para
Lomoparan® se necesitan 146 nmol/ml. Las dos heparinas de bajo peso molecular
ilustran bien la problemática de las diferentes formas de expresión de su potencia
según el fabricante. Así en términos de actividad inhibidora del factor Xa según el
fabricante parece que se necesitaría el doble de cantidad de Fraxiparine® que de
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Fragmin®, sin embargo cuando se expresa en términos de nmoles, se observa que
la cantidad que es necesaria de ambas es semejante. Para Lomoparan® se necesita
mucha más cantidad que para los otros debido a su menor potencia y probablemente
también a su mayor relación actividad inhibidora del factor Xa/actividad inhibidora
del factor Ha que es de 20:1 en comparación con las heparinas de bajo peso
molecular cuya relación ronda alrededor de 2-3,5:1.

Una vez establecidas las concentraciones idóneas para los experimentos de
perfusión se estudió el efecto de los diversos glicosaminoglicanos en la adhesión
plaquetaria sobre matriz extracelular de célula endotelial no estimuladas a altos
coeficientes de cizalladura. Estos estudios no pudieron ser realizados para el
pentasacárido sintético Org 31550, pues aunque no se puede demostrar la presencia
de factor tisular por las técnicas habituales en las mencionadas matrices
extracelulares, con el Org 31550 se observaba la formación de agregados que
cubrían casi toda la superficie perfundida (ver Fig. 20, pág. 109). Para los otros
glicosaminoglicanos, la superficie cubierta por plaquetas al final de la perfusión fue
similar, excepto para Lomoparan® que presentó una superficie cubierta
significativamente mayor. Esto probablemente no es debido a un efecto directo
sobre la adhesión plaquetaria, pues se encontró una relación lineal inversa entre el
grado de formación de microagregados en la sangre recirculada y la superficie
cubierta por plaquetas. Parece probable por tanto que la mayor superficie cubierta
observada con Lomoparan® sea debida a su menor capacidad de formación de los
microagregados. La formación de los microagregados en el sistema de perfusión
probablemente sea debida a pequeñas cantidades de ADP liberadas por hematíes
dañados a su paso por la bomba de perfusión8 y es probable que ello sea potenciado
por algunos glicosaminoglicanos. Lomoparan® no posee éste efecto potenciador in
vitrom; en clínica también se ha utilizado en pacientes afectos de trombocitopenia
inducida por la heparina permitiendo mantener el nivel de anticoagulación hasta la
resolución de la trombocitopenia208.

La adhesión plaquetaria también se estudió en perfusiones sobre matriz
extracelular de células endoteliales estimuladas con PMA, a un coeficiente de
cizalladura de 1.300 s"1 durante 5 minutos. En este caso no se observó diferencias
en la superficie cubierta por plaquetas; ello es posible que se deba a que la trombina
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local formada ejerce tal efecto sobre el depósito de las plaquetas (es uno de los
agonistas más potente que se conoce) que habría enmascarado cualquier efecto de
los diferentes glicosaminoglicanos en la formación de microagregados durante la
recirculación de la sangre.

Los cubreobjetos perfundidos con la sangre anticoagulada con Org 31550 no
pudieron ser evaluados en sección transversal, dado que la fibrina depositada sobre
la matriz extracelular formaba una capa continua que impedía la visualization y
valoración de los agregados plaquetarios. El tamaño de los agregados formados con
la heparina no fraccionda y Lomoparan® fue más o menos igual; con Fraxiparine®
(y quizás también con Fragmin® aunque en este caso no alcanzó significación
estadística) se observó un aumento de los agregados de mayor altura (Tabla 8, pág.
108). Este aumento en la formación de agregados puede ser atribuido a diferencias
en la cantidad de trombina formada270. Diferencias entre heparina no fraccionada
y diversas heparinas de bajo peso molecular ha sido también encontrada por otros
autores en un modelo experimental diferente al utilizado en esta tesis103.

Un hallazgo que apoya esta hipótesis es la diferencia en tamaño de las áreas
de agregados que se observaban en las perfusiones sobre matriz extracelular no
estimulada (Fig. 20, pág. 109). Estas áreas de agregados probablemente
corresponden a grupos de células endoteliales que por alguna razón han resultados
estimuladas y sintetizan factor tisular que es depositado de forma localizada en la
matriz extracelular; el factor tisular desencadena la producción local de trombina
y la formación de áreas de agregados plaquetarios298. Estas áreas tienen una forma
en huso con la parte más estrecha situada distal al flujo, que acaba desapareciendo
para confundirse con la zona de plaquetas extendidas. Dependiendo del
glicosaminoglicano en estudio, el número y tamaño de las áreas variaba
considerablemente. Dado que los cubreobjetos fueron expuestos al flujo de la sangre
anticoagulada con cada uno de los glicosaminoglicanos de forma totalmente
aleatoria, cabe asumir que la cantidad de factor tisular presente en la matriz
extracelular fue comparable para cada uno de los glicosaminoglicanos en estudio.
Por lo tanto las diferencias observadas en el numero y tamaño de las áreas cabe
atribuirlas a la diferente capacidad de inhibir o bien la formación de la trombina o
bien a ella misma una vez formada. Así con heparina no fraccionada y con
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Lomoparan® solo se observaron un escaso número de minúsculas área; con
Fraxiparine® se observaron más áreas y de mayor tamaño que con Fragmin®, con
el pentasacárido sintético Org 31550 casi toda la superficie de la matriz extracelular
expuesta al flujo estaba cubierta por agregados. El aspecto de estos últimos
cubreobjetos sugería que una vez la trombina se formaba (los agregados empezaban
en ocasiones a la mitad del cubreobjeto), ésta no era inhibida en absoluto y seguía
induciendo la formación de agregados. Destacar que probablemente debido a que
la trombina sólo actuaba a nivel local los niveles de FPA pré y postperfusión no
sufrían cambios significativos en las perfusiones llevadas a cabo en estas
condiciones.

Durante las perfusiones, en el caso de la heparina no fraccionada no se produjo
formación de fibrina ni siquiera en presencia de factor tisular en la matriz
extracelular. Para Fragmin®, Fraxiparine® y Lomoparan® la formación de trombina
fue probablemente una fenómeno local como ha sido previamente demostrado para
Fragmin®298. El pentasacárido Org 31550 fue una excepción pues la formación de
trombina también se produjo en la fase liquida; tal como sugiere que los niveles de
FPA continuaran aumentando incluso después de parar la perfusión, a diferencia
de lo que sucedió con todos los otros compuestos estudiados. Este comportamiento
del pentasacárido Org 31550 parece indicar que si un activador de la coagulación
como el factor tisular induce la formación de trombina, ésta no puede ser inhibida
por el anticoagulante y continua ejerciendo su efecto en la fase líquida.

Sin embargo, los incrementos en la concentración de FPA al final de las
perfusiones llevadas a cabo sobre matriz extracelular de células endoteliales
estimuladas con PMA varió de forma considerable entre los diferentes
glicosaminoglicanos estudiados (Tabla 9, pág. 112). Grandes aumentos en los
niveles de FPA postperfusión se encontró con Org 31550; los valores obtenidos con
Fraxiparine fueron mucho menores, pero aún significativamente mayores que
aquellos encontrados con Fragmin®, y éstos fueron casi cinco veces mayores que
los observados con Lomoparan®. Los reducidos valores encontrados para la heparina
no fraccionada indican que casi ninguna formación de trombina se produjo durante
las perfusiones realizadas con este anticoagulante. El incremento en las cifras de
FPA, obtenidas en las perfusiones llevadas a cabo a los dos coeficientes de
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cizalladura estudiados (300 y 1.300 s"1), son similares; aunque existe un aparente
aumento a 1.300"1 en el caso de Lomoparan®, la diferencia no es significativa
debido a la gran variabilidad en las cifras. Estos resultados están en contradicción
con anteriores observaciones publicadas por Weiss et al, que encontraron una
disminución en las cifras de FPA dependiente del coeficiente de cizalladura, en
perfusiones realizadas con sangre nativa en una cámara de perfusión anular con
aorta de conejo como superficie adhesiva277. Esta discrepancia probablemente deriva
de diferencias en el modelo y técnica utilizada. Por otra parte en estudios
efectuados en un modelo de flujo con enzimas purificados, Nemerson et al. han
encontrado un aumento en la actividad de las enzimas de la coagulación al aumentar
el coeficiente de cizalladura en lugar de una disminución192.

Cuando se estudió la fibrina depositada sobre la matriz extracelular perfundida
con sangre anticoagulada con los glicosaminoglicanos, hubo que en primer lugar
escoger el método adecuado para ello. Se compararon dos, ambos basados en el
mismo principio; previo a la perfusión se añadía fibrinógeno marcado con un
trazador y tras finalizarla se cuantificaba la cantidad del trazador presente en la
matriz extracelular. De esta medición se infería la cuantía de la fibrina depositada.
En un caso el marcador era la peroxidasa y en otro el 125I. El no trabajar con
elementos radioactivos tiene ventajas evidentes en cuanto al trabajo experimental y
por ello en primer lugar se intentó utilizar el método de fibrinógeno marcado con
PO (Fg-PO). Tras unas primeras experiencias, resultó evidente que a pesar de
existir diferencias en la cantidad de fibrina depositada (especialmente cuando ésta
era más abundante) con los diversos glicosaminoglicanos, las cifras obtenidas con
el método del Fg-PO era casi iguales.

Para asegurar la validez del método, se realizaron experimentos en paralelo
utilizando Fg-PO y Fg-125I. En ellos se pudo comprobar que cuando la cantidad de
fibrina era pequeña existía una correlación lineal entre la cantidad de fibrina medida
por Fg-125I y la densidad óptica proporcionada por la PO presente sobre el
cubreobjeto. Sin embargo si la cantidad de fibrina se situaba por encima de los
aproximadamente 20 pmol la curva se aplanaba siendo la correlación de tipo
logarítmico. Posiblemente ello era debido a que la PO presente en las capas más
profundas de la malla de fibrina, especialmente si el grosor era elevado, no tenían
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acceso al sustrato cromógeno. Por estas razones se decidió utilizar el método del
Fg-125I, que aunque más engorroso proporcionaba datos fiables respecto a la
cantidad de fibrina depositada.

Las diferencias en la generación de trombina, tal como se desprende de las
cifras de FPA, se reflejaron también en la cantidad de fibrina que se observó en
perfusiones realizadas a un coeficiente de cizalladura de 300 s"1. Con mucho la
mayor cantidad fue medida con Org 31550. Con Fraxiparine® la fibrina depositada
fue menor, para Fragmin® fue de nuevo menor y con Lomoparan® se observó la
mitad de la fibrina que se observó con Fragmin®. Con la heparina no fraccionada,
no se encontró fibrina depositada en la matriz extracelular perfundida, la pequeña
cantidad de radioactividad asociada al cubreobjeto de Thermanox®, debería ser
atribuida a moléculas de fibrinógeno marcado fijadas sobre él, como se desprende
de los estudios de microscopía tanto óptica como electrónica. El depósito de fibrina
fue mucho menor a un coeficiente de cizalladura de 1.300 s'1 para todos los
glicosaminoglicanos estudiados excepto para el pentasacárido sintético Org 31550.
En este caso se observó una pequeña reducción, aunque la diferencia no alcanzó
significación estadística.

La cantidad de fibrina que se había formado en el sistema de perfusión, se
calculó a partir de la cantidad de FPA que se generó durante la misma. Cuando esta
cantidad de fibrina teóricamente formada se comparó con la cantidad realmente
encontrada sobre el cubreobjeto perfundido en experimentos paralelos, en los que
la fibrina se cuantificó con Fg-125I, cifras similares se encontraron para todos los
glicosaminoglicanos estudiados a un coeficiente de cizalladura de 1.300 s"1:
aproximadamente el 10% de la fibrina formada se hallaba depositada sobre el
cubreobjeto. Cuando se estudiaron las cifras obtenidas a un coeficiente de
cizalladura de 300 s"1 se observó alguna discordancia. Con Fragmin® y Fraxiparine®
entre el 80 y el 90% de la fibrina formada se depositó sobre el cubreobjeto; en el
caso de Org 31550 sólo se depositó el 10% del total formado. En el caso de
Lomoparan® se observó un curioso resultado: la cantidad de fibrina marcada con
radioisótopo encontrada sobre el cubreobjeto en este caso era mayor que la cantidad
de fibrina teóricamente formada. Esto posiblemente indica que también alguna
cantidad de fibrinógeno se había depositado sobre el cubreobjeto, lo que sugiere la
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formación de complejos fibrinógeno-fibrina29. Existen algunas evidencias
experimentales que indican que concentraciones relativamente altas de
glicosaminoglicanos, pueden potenciar la formación de dichos complejos
fibrinógeno-fibrina40'150.

En la presente tesis se han estudiados diversos glicosaminoglicanos bajo
condiciones de flujo. De los resultados de dicho estudio parece concluirse que el
pentasacárido sintético Org 31550, es decir un producto exclusivamente con acción
inhibidora del factor Xa, es inadecuado para prevenir la formación de trombina en
un sistema donde el factor tisular esté presente. Ello podría indicar que el
pentasacárido natural o bien sus derivados podrían ser útiles en la prevención de
la trombosis en casos donde la formación del factor Xa su produce en fase líquida,
aunque no tendría efecto cuando se produjese una lesión vascular con exposición
del subendotelio. Además dado que el Org 31550 no es capaz de inhibir la trombina
ya formada, no se podría utilizar en el tratamiento de las trombosis venosas ya
establecidas.

Entre los otros glicosaminoglicanos, Lomoparan® ocupa una especial posición
pues posee in vitro un efecto antitrombótico mayor que Fragmin® y Fraxiparine®.
Este mayor potencial antitrombótico podría deberse a la presencia de dermatán
sulfato177, pues recientemente se ha demostrado que los complejo de dermatán
sulfato-cofactor II de la heparina son capaces de inhibir la trombina absorbida sobre
la fibrina206, mientras que los complejos de antitrombina III-heparina no117'278. El
relativamente alto depósito de fibrina observado con Lomoparan® a bajo coeficiente
de cizalladura, es probablemente un artefacto de las altas concentraciones utilizadas
en nuestro modelo. El perfil de acción de Fragmin® y Fraxiparine® era más o
menos igual, con una tendencia de Fraxiparine® hacia un menor efecto
antitrombótico. Si estas diferencias observadas in vitro tiene alguna trascendencia
clínica, solo puede ser determinado tras la realización de los ensayos clínicos
adecuados.

El perfil de acción de la heparina no fraccionada en el modelo de trombosis
estudiado fue el esperado. Una concentración de 5 Ul/ml inhibió completamente la
formación de trombina en presencia de matriz extracelular con factor tisular. La
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incapacidad de incluso grandes cantidades de factor tisular, tal como el presente en
la matriz extracelular tras estimulación de las células con un ester de forbol sugiere
que in vivo en presencia de dosis altas de heparina no fraccionada la aparición de
una herida vascular estaría asociada a una hemorragia, como de hecho se observa.
La observación de que las heparinas y heparinoides de bajo peso molecular a dosis
anticoagulantes, pueden permitir aún la formación de trombina, sugiere que la
menor tendencia hemorrágica observada con estos productos en el animal de
experimentación podría estar también en el hombre, tal como se sugiere en
recientes trabajos publicados126*152-217. Sin embargo son necesarios nuevos estudios
clínicos para responder definitivamente esta cuestión.
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Conclusiones

1.- Todos los glicosaminoglicanos estudiados fueron capaces de inhibir la
formación de trombina, en sangre mantenida en reposo a unas concentraciones
dadas. La cantidad de glicosaminoglicano necesaria para ello varió ampliamente
dependiendo del producto.

2.- Las unidades con las que los fabricantes expresan la actividad de sus
preparados varían, en ocasiones, considerablemente. P. ej., para inhibir la
formación de trombina se necesitaron cantidades semejantes Fragmin® y de
Fraxiparine® en términos de molaridad; cuando la concentración se expresa de
acuerdo con las unidades del fabricante se necesita el doble concentración de
Fraxiparine® que de Fragmin®.

3.- El funcionalismo plaquetario, medido como el tanto por ciento de la
superficie perfundida que está cubierta por plaquetas, se ve afectado en menor
medida por Lomoparan® que por los otros glicosaminoglicanos estudiados, en un
sistema sin formación de trombina. En presencia de trombina en el sistema las
diferencias observadas en el funcionalismo plaquetario desaparecen.

4.- La superficie cubierta por plaquetas, en perfusiones realizadas con sangre
anticoagulada con glicosaminoglicanos sobre matriz extracelulares no estimuladas,
es inversamente proporcional a la cantidad de agregados plaquetarios presentes en
la sangre al final de las perfusiones.

5.- El método del fibrinógeno marcado con peroxidasa, para cuantificar la
fibrina depositada sobre las superficies perfundidas, sólo es útil cuando la cantidad
de fibrina formada es baja. No es utilizable para estudiar el efecto de los
glicosaminoglicanos, debido a la gran cantidad de fibrina que se forma. El
fíbrinógeno marcado con 125I continúa siendo el método de elección en estas
circunstancias.
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6.- La cantidad de fibrina formada con los diversos glicosaminoglicanos, y por
ende la actividad inhibidora de la trombina, varió considerablemente. De mayor a
menor capacidad se sitúan heparina no fraccionada, Lomoparán®, Fragmin®,
Fraxiparine® y el pentasacárido sintético Org 31550.

7.- Estas diferencias en la inhibición de la trombina, también se pusieron de
manifiesto al estudiar el tamaño de los trombos plaquetarios formados con cada uno
de los glicosaminoglicanos.

8.- El depósito de fibrina para todos los glicosaminoglicanos estudiados se vio
influido por el coeficiente de cizalladura. A altos coeficientes la cantidad de fibrina
depositada fue menor; sin embargo la cantidad de fibrinopéptido A formado durante
la perfusión no se modificó. Este hallazgo sugiere que la menor cantidad de fibrina
depositada a alto coeficiente de cizalladura, depende más de una alteración en la
polimerización de los monómeros de fibrina que de un defecto en la formación de
trombina.

9.- Los hallazgos experimentales de esta tesis, proporcionan un nuevo
fundamento teórico a la idea de que posiblemente, las/los heparina(oide)s de bajo
peso molecular posean un menor riesgo hemorrágico. En efecto, a un nivel de
anticoagulación comparable (aquel que inhibe la formación de trombina en la sangre
en reposo), cuando se expone la sangre a un activador de la coagulación bajo
condiciones de flujo, la heparina no fraccionada bloquea completamente la
formación de trombina; sin embargo las/el heparina(oide)s de bajo peso molecular
permite en estas circunstancias la generación de trombina.
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10.- El heparinoide de bajo peso molecular Lomoparan®, muestra un perfil
farmacodinámico peculiar. En efecto, tiene un menor efecto sobre el funcionalismo
plaquetario que los otros glicosaminoglicanos estudiados, conservando una elevada
actividad inhibidora de la trombina, más cercana a la heparina no fraccionada que
a las heparinas de bajo peso molecular.
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